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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　抗原認識部分、ヒンジ領域、膜貫通ドメイン、および、Ｔ細胞活性化部分を含むキメラ
抗原受容体（ＣＡＲ）をコードする核酸であって、
　（１）前記抗原認識部分が、前記Ｔ細胞活性化部分に作動可能に連結されており、かつ
配列番号８のアミノ酸配列を含み；
　（２）前記ヒンジ領域がＣＤ８ヒンジおよびＣＤ２８ヒンジから選択され；
　（３）前記膜貫通ドメインがＣＤ８膜貫通ドメインまたはＣＤ２８膜貫通ドメインから
選択され；かつ
　（４）前記Ｔ細胞活性化部分が、
　　（ａ）４－１ＢＢシグナル伝達ドメインおよびＣＤ２８シグナル伝達ドメインから選
択されるシグナル伝達ドメインと；
　　（ｂ）ＴＣＲゼータシグナル伝達ドメインと
を含む、核酸。
【請求項２】
　請求項１に記載の核酸を含むＴ細胞。
【請求項３】
　前記Ｔ細胞が、少なくとも１つのホモ接合性ＨＬＡハプロタイプを発現する、請求項２
に記載のＴ細胞。
【請求項４】
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　前記Ｔ細胞が、
　（ｉ）第１の抗原決定基に指向されているＴ細胞受容体（ＴＣＲ）、ならびに
　（ｉｉ）第２の抗原決定基に指向されている抗原認識部分およびＴ細胞活性化部分を含
むＣＡＲであって、前記ＣＡＲは請求項１に記載の核酸によってコードされる、ＣＡＲ
を発現する、請求項２または請求項３のいずれかに記載のＴ細胞。
【請求項５】
　前記Ｔ細胞が、第３の抗原決定基に指向されている抗原認識部分を含む非シグナル伝達
抗原結合受容体を発現する、請求項４に記載のＴ細胞。
【請求項６】
　前記第１の抗原決定基、前記第２の抗原決定基および前記第３の抗原決定基が、すべて
互いに異なる、請求項５に記載のＴ細胞。
【請求項７】
　前記第１の抗原決定基が、腫瘍抗原から選択される、請求項４から６のいずれかに記載
のＴ細胞。
【請求項８】
　前記ＣＡＲにおける前記抗原認識部分が、ヒンジ領域および膜貫通ドメインによって前
記Ｔ細胞活性化部分に作動可能に連結されており、前記ヒンジ領域が、必要に応じて、前
記ＣＡＲの二量体化を促進するシステインを含む、請求項４から７のいずれかに記載のＴ
細胞。
【請求項９】
　前記非シグナル伝達抗原結合受容体が、ＣＤ４７に指向される抗原認識部分を含む、請
求項５から８のいずれかに記載のＴ細胞。
【請求項１０】
　前記非シグナル伝達抗原結合受容体の前記抗原認識部分が、ヒンジ領域によって膜貫通
領域に作動可能に連結されている、請求項９に記載のＴ細胞。
【請求項１１】
　前記ヒンジ領域が、二量体化を促進するシステイン残基を含む、請求項１０に記載のＴ
細胞。
【請求項１２】
　前記非シグナル伝達抗原結合受容体が、二量体を形成しない、請求項１０に記載のＴ細
胞。
【請求項１３】
　医薬として使用するための、請求項２から１２のいずれかに記載のＴ細胞を含む組成物
。
【請求項１４】
　哺乳動物において、新生物状態、微生物感染（ＨＩＶ、ＳＴＤまたは抗生物質耐性細菌
など）または自己免疫性状態から選択される、細胞の所望されない集団の存在によって特
徴付けられる状態の処置において使用するための、請求項２から１２のいずれかに記載の
Ｔ細胞を含む組成物。
【請求項１５】
　遺伝子改変された哺乳動物幹細胞を作製する方法であって、前記方法は、哺乳動物幹細
胞に請求項１に記載の核酸を導入するステップを含み、前記哺乳動物幹細胞は、第１の抗
原決定基に指向されているＴＣＲを発現するＴ細胞に分化する能力を有する、方法。
【請求項１６】
　Ｔ細胞を作製する方法であって、前記方法は、
　請求項１５に記載の方法によって入手可能な遺伝子改変された幹細胞を提供するステッ
プと、
　前記遺伝子改変された幹細胞をＴ細胞に分化させるステップと
を含む方法。
【発明の詳細な説明】
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【技術分野】
【０００１】
　本出願は、２０１５年１１月２７日に出願された豪州仮特許出願第２０１５９０４９３
３号、および２０１６年４月１１日に出願された豪州仮特許出願第２０１６９０１３２８
号からの優先権の利益を主張しており、これら仮特許出願の全体の内容は、参考として本
明細書中に援用される。
【０００２】
発明の分野
　本発明は一般に、Ｔ細胞受容体、および複数の別個の抗原決定基、例えば２つの別個の
腫瘍抗原決定基に指向されたキメラ抗原受容体をコードする核酸を含む幹細胞（例えば、
ｉＰＳＣまたはＨＳＣ）の集団に関する。本発明は、Ｔ細胞受容体および複数の別個の抗
原決定基に指向されたキメラ抗原受容体、例えば２つの別個の腫瘍抗原決定基を共発現す
るＴ細胞の集団も対象とする。本発明の細胞は、そのＨＬＡ型が集団の有意なセクターに
適合する選択されたドナーに由来し得、様々な用途で、特に新生物状態の治療的処置との
関連で有用である。
【背景技術】
【０００３】
発明の背景
　本明細書において著者によって言及された刊行物の文献の詳細は、説明の終りにアルフ
ァベット順でまとめられる。
【０００４】
　本明細書内の先行するいかなる刊行物（または、それに由来する情報）、または公知の
いかなる事項の参照も、その先行する刊行物（または、それに由来する情報）または公知
の事項が、本明細書に関する努力の分野における技術常識の一部を形成することの承認ま
たは容認またはなんらかの形の示唆であるとはみなさず、またみなされるべきでない。
【０００５】
　悪性腫瘍またはがんは、制御の効かない様式で成長し、正常組織に侵入し、しばしば転
移し、発生源の組織から離れた部位で成長する。一般に、がんは、悪性転換と呼ばれるほ
とんど理解されていない過程を受けた１つまたはごく少数の正常細胞に由来する。がんは
、体内のほとんどあらゆる組織からも生じ得る。癌腫と呼ばれる上皮細胞に由来するがん
は、がんの最も一般的な種類である。肉腫は、間葉組織の悪性腫瘍であり、線維芽細胞、
筋細胞および脂肪細胞などの細胞から生じる。リンパ組織の固形悪性腫瘍はリンパ腫と呼
ばれ、骨髄ならびにリンパ球および他の造血細胞の血液由来悪性腫瘍は、白血病と呼ばれ
る。
【０００６】
　がんは、先進国における３つの主要な死亡原因の１つである。これらの国において感染
性疾患に対する処置および心臓血管疾患の予防は改善され続け、平均予測寿命は増加して
いるので、がんが、最も一般的な致命的疾患になる可能性が高い。したがって、がんを成
功裏に処置するには、患者を死亡させることなくすべての悪性細胞を除去または破壊する
ことが必要である。これを達成する理想的な方法は、腫瘍の細胞と正常な細胞対応物とを
判別することになる腫瘍に対する免疫応答を誘導することである。しかしながら、がんを
処置するための免疫学的アプローチは、結果を持続できずに１世紀にわたり試みられてき
た。
【０００７】
　固形腫瘍は、がんによる死亡数の最大の原因になる。固形腫瘍は、それらが全身に一旦
拡散または「転移した」ら、通常治癒不能である。転移性固形腫瘍の予後は、この５０年
でわずかしか改善されていない。固形腫瘍の治癒の最高の機会は、早期検出、その後固形
腫瘍が、限局しており、腫瘍を排液するリンパ節または他の場所のいずれにも拡散してい
ない場合の手術および／または放射線療法などの限局的処置の使用による。にも関わらず
、この初期段階においてさえ、特に腫瘍が排液リンパ節に拡散した場合、微小転移として
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公知のがんの微視的沈着物が、全身に既に拡散した可能性があり、その後患者の死亡に至
ることになる。この意味において、がんは、全身的に投与される処置を必要とする全身性
疾患である。
【０００８】
　炭水化物、脂質もしくはタンパク質またはそれらの組合せなど任意の特定の分子実体を
潜在的に標的する抗体の能力を活用する、毒素を搭載した抗体によりがんを攻撃しようと
する試み「ゴールデンビュレット（Golden　Bullet）」の歴史は長い。抗体は、がん細胞
に一旦結合したら、補体またはＦｃＲ＋ＮＫ／Ｋ細胞を係合し、細胞溶解を誘導すること
ができる。残念なことに、主に低い親和性結合、低い溶解効率およびその短命さのため、
がんの抗体処置は、一般に中等度の成功しか満たしていない。まとめると、これらは、が
ん細胞を迅速に破壊する抗体の力を損なっており、突然変異および免疫回避の危険性を増
加させる。最近では、がん分子および免疫チェックポイント遮断分子に高親和性で指向さ
れた抗体に基づく治療を含めた抗体関連治療の報告がある。特に後者にはいくつかの臨床
成功例があるが、そのような治療は様々な限定を今なお伴う。
【０００９】
　したがって、がん処置の一般的な方法は、外科的摘出（可能ならば）、その後、必要に
応じて、放射線療法および／または化学療法を行う長く使用されてきたプロトコールに従
い続ける。どちらかといえば未完成形のこの処置の成功率は極めて多様であるが、腫瘍が
より進行し、転移するにつれて一般に有意に低下する。さらに、これらの処置は、手術に
よる傷跡および瘢痕（例えば、乳房切除、または肢切断）、化学療法による重度の悪心お
よび嘔吐、最も著しくは、大部分のがん処置の部分を形成する毒性薬物の比較的非特異的
な標的化機構の結果として誘導される毛包、腸および骨髄などの正常組織への損傷を含め
た重度の副作用を伴う。
【００１０】
　したがって、がん、特に転移性がんのための改善された全身的治療を開発する緊急かつ
継続中の必要性がある。
【００１１】
　本流であるＴ細胞の胸腺生成は、感染に対する防御に基本的に必要である。「免疫監視
」Ｔ細胞のこのプールは、身体を巡回して、がんを含めた損傷したまたは異常な細胞を除
去する。胸腺に基づくＴ細胞産生は、Ｔ細胞受容体（ＴＣＲ）レパートリーのランダムな
生成によって特徴付けられるので、胸腺細胞増殖は、自己を攻撃する潜在性を持つ発達中
の胸腺Ｔ細胞を排除または機能的に封じる非常に厳格な選択過程も含まなければならない
。したがって、この「自己寛容」は自己免疫性疾患を制限する（Fletcherら、２０１１年
）。しかしながら、ウイルス誘導性ではないがんが、「自己」の疾患と定義されたならば
、必然的に、この過程はまさしく、がんに対する免疫監視を損なう。これは、腫瘍関連抗
原と潜在的に反応性がある可能性がある胸腺において生じるＴ細胞の多くが、血液に入る
前に排除され得ることを意味する。少なく見積もっても、それらは数的に不十分であり、
おそらく低親和性ＴＣＲを有することになる。これにも関わらず、Ｔ細胞は、がんに対し
て明らかに潜在的に主要な武器であり、したがって、課題は、がんを検出する力を増加さ
せ、それを数的に増大させ、強力な細胞溶解能を保持、または向上、増強させることであ
る。抗体およびＴ細胞は、がんに対して最も論理的な武器であるが、その潜在的に迅速で
有効ながん壊滅は、臨床的に認識されてこなかった。免疫治療における前進は、Ｔ細胞シ
グナル伝達分子へ細胞質的にカップリングされたがん抗原結合抗体断片からなる新規のキ
メラ膜受容体を発現するための遺伝子操作Ｔ細胞によって発展した。一般に後者は、ＴＣ
Ｒζ鎖、ＣＤ２８またはＣＤ４０リガンドのうちの１つまたはすべてである（Corrigan-C
urayら（２０１４年）；Fedorovら（２０１４年）；Pernaら（２０１４年）；Curranら（
２０１５年）；Curranら（２０１２年）；Dottiら（２０１４年）；Hanら（２０１３年）
）。そのような、キメラ抗原受容体（ＣＡＲ）発現Ｔ細胞（ＣＡＲ－Ｔ）は、免疫系の２
つの最も強力な抗がん武器を生かすだけでなく、その個々の不十分さも克服する。ＣＡＲ
－Ｔは強力かつ局所性の細胞溶解能を保持しており、内因性（instrinsic）ＴＣＲに対す
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る正常な信任を防止して、ＨＬＡくぼみにおいて発現される非常に希少な「がんペプチド
」を検出する。そのようなわずかなペプチドに特異的なＴ細胞のレパートリーは、非常に
希少である。ＣＡＲの抗体部分は、Ｔ細胞にがん探索特異性を付与し、血中抗体のよく知
られている低いがん破壊有効性を克服する。したがって、がん結合は、ＣＡＲの抗体ドメ
インによって媒介され、細胞質シグナル伝達をもたらし、Ｔ細胞溶解経路を誘発してがん
を破壊する。
【００１２】
　今なお臨床初期であるが、多数のＣＡＲ－Ｔ臨床試験が進行中である。考えられるよう
な望みと同程度に、問題を含み、その臨床的有効度が十分認識されることを阻むＣＡＲ－
Ｔ技術の態様がいくつかある。最も明らかなものは、Ｔ細胞媒介性がん壊滅の間に起こり
、腫瘍細胞量依存的なサイトカイン急増である。発熱は、がん壊滅の指標となるが、慎重
に管理しなければ重度の臨床副作用をもたらし得る（Davilaら（２０１４年）；Casucci
ら（２０１５年））。現在の管理は、抗ＩＬ６などのサイトカインモジュレーション処置
による。さらに、初期のがんを攻撃するためだけでなく、再発の場合に充分な供給を保つ
ために生成されるＣＡＲ－Ｔ細胞の数的な不足に関連する有意な問題が存在する。現在で
は、この問題に対処する試みは、ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおける増殖誘導サイトカインの過剰
な使用に基づく。またさらに、がんを攻撃するのにＣＡＲ－Ｔ細胞が有効であるのと同程
度に、ＣＤ１９＋がんに対してさえ、腫瘍壊滅は、１００％有効とはいかない。最高９０
％の応答性が、Ｂ－ＡＬＬについて報告されているが、他のＣＤ１９＋がんにおける結果
はそれほど有効でない。したがって、ＣＡＲ－Ｔの実用性に関する有望な観察にも関わら
ず、がん処置に関して信頼性が高く、有効な新規の至適基準としての地位を占め得る前に
この技術が克服すべき重要な問題が今なお存在する。
　本発明に先行する仕事において、ＣＡＲ－Ｔ細胞が、トランスフェクトされた胸腺細胞
ではなく、トランスフェクトされた成体幹細胞などの幹細胞または他のトランスフェクト
された体細胞性細胞型に由来し得る場合、ＣＡＲ－Ｔ技術の有効な治療適用に関して現在
存在している一見異なる問題が解決可能であることが、とりわけ決定された。例えば、幹
細胞（成人体細胞性細胞に由来する人工多能性幹細胞［「ｉＰＳＣ」］など）をキメラ抗
原受容体でトランスフェクトすることにより、これらの自己新生するトランスフェクトさ
れた幹細胞に由来する体細胞性Ｔ細胞の継続する供給のため、特定の腫瘍に指向されたＣ
ＡＲ－Ｔ細胞の充分な存在および今後の供給を得る問題が解決される。またさらに、トラ
ンスフェクトされた幹細胞に由来するこれらのｉＰＳＣ、それゆえＣＡＲ－Ｔ細胞は、ホ
モ接合性ＨＬＡハプロタイプ、特に集団内で広く発現されるＨＬＡ型にホモ接合性を発現
しているドナーから事前に選択することができ、それにより幅広いドナー適合性を呈する
細胞のバンクを生成する手段を得られる。またさらに、目的の抗原に指向されたＴ細胞受
容体特異性を呈するＴ細胞からのｉＰＳＣの生成は、がん抗原に特異的なそのＴＣＲに対
する遺伝子再構成が、ｉＰＳＣに組み込まれることになることを意味すると決定された。
そのｉＰＳＣから誘導されるすべてのＴ細胞は、抗がんＴＣＲ特異性を保持することにな
る。これに続いて、ＣＡＲでそのようなｉＰＳＣをトランスフェクトすることができ、そ
の後ＣＤ４＋またはＣＤ８＋Ｔ細胞などのＴ細胞へ前記ｉＰＳＣを分化させることが可能
であり、そのｉＰＳＣは、ＣＡＲが指向された抗原および元来のＴ細胞が指向された抗原
に指向されたＴＣＲに対する二重特異性を安定して呈する。本発明をいずれか１つの理論
または作用機序に制限するものではないが、これは後成的な記憶作用によると考えられる
。またさらに、二重特異的ＮＫＴ細胞を同じように生成し得ることも決定された。したが
って、複数の別個の腫瘍抗原決定基など、複数の別個の抗原決定基に選択的かつ安定して
指向されたＴおよびＮＫＴ細胞の継続する供給を提供することができ、それによって、成
すべきより治療的に有効な処置ステップが可能になる。
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【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【００１４】
発明の要旨
　文脈が他に必要としない限り、後に続くこの明細書および請求項の全体を通じて、単語
「ｃｏｍｐｒｉｓｅ（含む）」、ならびに「ｃｏｍｐｒｉｓｅｓ（含む）」および「ｃｏ
ｍｐｒｉｓｉｎｇ（含んでいる）」などの変形は、記載される整数（単数）もしくはステ
ップ（単数）または整数（複数）もしくはステップ（複数）の群を含むが、他の任意の整
数（単数）もしくはステップ（単数）または整数（複数）もしくはステップ（複数）の群
を除外しないことを意味すると理解されよう。
【００１５】
　本明細書では、用語「に由来する」は、特定の整数または整数の群が、指定された種か
ら始まるが、指定された供給源から必ずしも直接得られたわけではないことを示すと受け
取られるべきである。さらに、本明細書では単数形「ａ」、「ａｎ」および「ｔｈｅ」は
、文脈が別段明確に指示しない限り、複数の指示対象を含む。
【００１６】
　主題の明細書は、本明細書において参考文献の後に提示されるプログラムＰａｔｅｎｔ
Ｉｎ　Ｖｅｒｓｉｏｎ　３．５を使用して作成したアミノ酸配列情報を含有する。各アミ
ノ酸配列は、数字表示＜２１０＞その後の配列識別子（例えば、＜２１０＞１、＜２１０
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＞２、等）によって配列表において同定される。各アミノ酸配列に対する長さ、配列の型
（タンパク質、等）および供給源生物は、数字表示欄＜２１１＞、＜２１２＞および＜２
１３＞にそれぞれ提供される情報によって指示される。で言及されたアミノ酸配列は、表
示配列番号：その後に続く配列識別子によって同定される（例えば、配列番号１、配列番
号２、等）。明細書で言及された配列識別子は、後に配列識別子が続く配列表の数字表示
欄＜４００＞に提供される情報に関連付けられる（例えば、＜４００＞１、＜４００＞２
等）。すなわち、明細書において詳述した配列番号１は、配列表において＜４００＞１と
示される配列に関連付けられる。
【００１７】
　別段の規定がない限り、本明細書において使用される技術および科学用語のすべては、
この発明が属する当業者によって一般に理解されるものと同じ意味を有する。
【００１８】
　本発明の一態様は、遺伝子改変された哺乳動物幹細胞、またはそこから分化したＴ細胞
であって、細胞が、第１の抗原決定基に指向されているＴＣＲを発現するＴ細胞に分化す
る能力を有し、キメラ抗原受容体をコードする核酸分子を含み、前記受容体が、第２の抗
原決定基に指向されている抗原認識部分を含み、その抗原認識部分が、Ｔ細胞活性化部分
に作動可能に連結されている、細胞を対象とする。一部の実施形態では、遺伝子改変され
た哺乳動物幹細胞は、少なくとも１つのホモ接合性ＨＬＡハプロタイプを発現する。
【００１９】
　別の態様では、遺伝子改変された哺乳動物幹細胞、またはそこから分化したＴ細胞であ
って、その細胞が、第１の抗原決定基に指向されているＴＣＲを発現するＣＤ４＋Ｔ細胞
に分化する能力を有し、キメラ抗原受容体をコードする核酸分子を含み、前記受容体が、
第２の抗原決定基に指向されている抗原認識部分を含み、その抗原認識部分が、Ｔ細胞活
性化部分に作動可能に連結されている、細胞が提供される。一部の実施形態では、遺伝子
改変された哺乳動物幹細胞は、少なくとも１つのホモ接合性ＨＬＡハプロタイプを発現す
る。
【００２０】
　さらに別の態様では、遺伝子改変された哺乳動物幹細胞、またはそこから分化したＴ細
胞であって、その細胞が、第１の抗原決定基に指向されているＴＣＲを発現するＣＤ８＋

Ｔ細胞に分化する能力を有し、キメラ抗原受容体をコードする核酸分子を含み、前記受容
体が、第２の抗原決定基に指向されている抗原認識部分を含み、その抗原認識部分が、Ｔ
細胞活性化部分に作動可能に連結されている、細胞が提供される。一部の実施形態では、
遺伝子改変された哺乳動物幹細胞は、少なくとも１つのホモ接合性ＨＬＡハプロタイプを
発現する。
【００２１】
　さらなる態様では、遺伝子改変された哺乳動物幹細胞、またはそこから分化したＴ細胞
であって、その細胞が、ｉＰＳＣ（人工多能性幹細胞）またはＨＳＣ（造血幹細胞）であ
り、第１の抗原決定基に指向されているＴＣＲを発現するＴ細胞に分化する能力を有し、
キメラ抗原受容体をコードする核酸分子を含み、前記受容体が、第２の抗原決定基に指向
されている抗原認識部分を含み、その抗原認識部分が、Ｔ細胞活性化部分に作動可能に連
結されている、細胞が提供される。一部の実施形態では、ｉＰＳＣまたはＨＳＣなどの遺
伝子改変された幹細胞は、少なくとも１つのホモ接合性ＨＬＡハプロタイプを発現する。
【００２２】
　本発明の態様によると、一実施形態では、幹細胞（例えば、ｉＰＳＣ）は、ＴＣＲ遺伝
子が再編成を受けた細胞に由来する。
【００２３】
　別の実施形態では、前記幹細胞（例えば、ｉＰＳＣ）は、αβＴＣＲを発現するＴ細胞
または胸腺細胞に由来する。
【００２４】
　さらに別の実施形態では、前記幹細胞（例えば、ｉＰＳＣ）は、γδＴＣＲを発現する
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Ｔ細胞または胸腺細胞に由来する。
【００２５】
　さらに別の実施形態では、前記幹細胞（例えば、ｉＰＳＣ）は、前記第１の抗原決定基
、すなわち、前記幹細胞（例えば、ｉＰＳＣ）に由来するＴ細胞において発現されるＴＣ
Ｒが指向されるのと同じ抗原決定基に指向されているＴＣＲを発現するＴ細胞または胸腺
細胞に由来する。
【００２６】
　さらに別の実施形態では、前記幹細胞（例えば、ｉＰＳＣ）は、ＣＤ８＋であるＴ細胞
または胸腺細胞に由来する。
【００２７】
　さらに別の実施形態では、前記幹細胞（例えば、ｉＰＳＣ）は、ＣＤ４＋であるＴ細胞
または胸腺細胞に由来する。
【００２８】
　一実施形態では、幹細胞（例えば、ｉＰＳＣまたはＨＳＣ）は、第１の抗原決定基に指
向されているＴＣＲを発現するＣＤ４＋Ｔ細胞に分化する能力を有する。別の実施形態で
は、幹細胞（例えば、ｉＰＳＣまたはＨＳＣ）は、第１の抗原決定基に指向されているＴ
ＣＲを発現するＣＤ８＋Ｔ細胞に分化する能力を有する。
【００２９】
　さらに別のさらなる態様では、遺伝子改変された哺乳動物幹細胞、またはそこから分化
したＴ細胞であって、その細胞が、第１の抗原決定基に指向されているＴＣＲを発現する
Ｔ細胞に分化する能力を有し、キメラ抗原受容体をコードする核酸分子を含み、前記受容
体が、第２の抗原決定基に指向されている抗原認識部分を含み、その抗原認識部分が、Ｔ
細胞活性化部分に作動可能に連結されており、前記抗原決定基が、腫瘍抗原、微生物抗原
または自己反応性免疫細胞抗原から選択される、細胞が提供される。一部の実施形態では
、遺伝子改変された哺乳動物幹細胞は、少なくとも１つのホモ接合性ＨＬＡハプロタイプ
を発現する。
【００３０】
　一実施形態では、前記幹細胞は、ｉＰＳＣである。別の実施形態では、幹細胞はＨＳＣ
である。
【００３１】
　別の実施形態では、前記幹細胞は、ＣＤ４＋Ｔ細胞またはＣＤ８＋Ｔ細胞に分化する能
力を有する。
【００３２】
　さらに別の実施形態では、前記ＴＣＲは、αβＴＣＲである。
【００３３】
　なおさらに別の実施形態では、前記幹細胞（例えば、ｉＰＳＣ）は、Ｔ細胞または胸腺
細胞、好ましくはＣＤ８＋Ｔ細胞または胸腺細胞に由来する。一部の実施形態では、前記
幹細胞（例えば、ｉＰＳＣ）は、前記第１の抗原決定基、すなわち、前記幹細胞（例えば
、ｉＰＳＣ）に由来するＴ細胞において発現されるＴＣＲが指向されるのと同じ抗原決定
基に指向されているＴＣＲを発現するＣＤ８＋Ｔ細胞または胸腺細胞に由来する。
【００３４】
　さらに別の態様では、遺伝子改変された哺乳動物幹細胞、またはそこから分化したＴ細
胞であって、その細胞が、第１の腫瘍抗原決定基に指向されているＴＣＲを発現するＴ細
胞に分化する能力を有し、キメラ抗原受容体をコードする核酸分子を含み、前記受容体が
、第２の腫瘍抗原決定基に指向されている抗原認識部分を含み、その抗原認識部分が、Ｔ
細胞活性化部分に作動可能に連結されており、前記第１の抗原決定基が、ＷＴ－１または
ＥｂｖＬＭＰ２など、ＴＣＲに認識されるペプチドから選択され、前記第２の抗原決定基
が、例えば、ＴＡＧ－７２、ＣＤ１９、ＭＡＧＥ、またはＣＤ４７から選択される、細胞
が提供される。一部の実施形態では、遺伝子改変された哺乳動物幹細胞は、少なくとも１
つのホモ接合性ＨＬＡハプロタイプを発現する。
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【００３５】
　本明細書に開示される遺伝子改変された哺乳動物幹細胞（例えば、ｉＰＳＣまたはＨＳ
Ｃ）は、第１の抗原決定基（例えば、第１の腫瘍抗原決定基）に指向されているＴＣＲを
発現するＴ細胞に分化する能力を有し、第２の抗原決定基に指向され、Ｔ細胞活性化部分
に作動可能に連結されている抗原認識部分（例えば、第２の腫瘍抗原決定基）を含むキメ
ラ抗原受容体をコードする核酸分子を含む。すなわち、本明細書に開示される遺伝子改変
された幹細胞（例えば、ｉＰＳＣまたはＨＳＣ）は、複数、すなわち、少なくとも２つ（
言い換えれば、２つまたはそれよりも多い）の抗原決定基に指向されたＴ細胞に分化する
能力を有する。一部の実施形態では、遺伝子改変された哺乳動物幹細胞は、少なくとも１
つのホモ接合性ＨＬＡハプロタイプを発現する。
【００３６】
　したがって、さらなる態様では、２つより多い抗原決定基に指向されたＴ細胞に分化す
る能力を有する遺伝子改変された哺乳動物幹細胞が提供される。
【００３７】
　本発明の態様によると、一部の実施形態では、遺伝子改変された哺乳動物幹細胞（例え
ば、ｉＰＳＣまたはＨＳＣ）は、第１の抗原決定基に指向されているＴＣＲを発現するＴ
細胞に分化する能力を有し、複数のキメラ抗原受容体をコードする複数の（すなわち、２
つまたはそれよりも多い）核酸分子を含み、各キメラ抗原受容体が、抗原決定基に指向さ
れている抗原認識部分を含み、その抗原認識部分が、Ｔ細胞活性化部分に作動可能に連結
されている。一部の実施形態では、遺伝子改変された哺乳動物幹細胞は、少なくとも１つ
のホモ接合性ＨＬＡハプロタイプを発現する。
【００３８】
　一実施形態では、複数のキメラ抗原受容体に指向される複数の抗原決定基は、前記幹細
胞に由来するＴ細胞において発現されるＴＣＲが指向される前記第１の抗原決定基とはそ
れぞれ別個である。別の実施形態では、複数のキメラ抗原受容体に指向される複数の抗原
決定基は、それぞれ別個であり、前記幹細胞に由来するＴ細胞において発現されるＴＣＲ
が指向される前記第１の抗原決定基も別個である。
【００３９】
　一実施形態では、ＣＡＲをコードする複数の核酸は、隣接する１つの核酸断片に含まれ
る。例えば、ＣＡＲをコードする複数の核酸は、細胞にトランスフェクトされる１つの構
築物またはベクター内に置かれて、ＣＡＲをコードする複数の核酸を含む遺伝子改変され
た哺乳動物幹細胞が生成される。特定の実施形態では、複数のＣＡＲポリペプチド配列を
含む１つの単一ポリペプチドが初めに産生され、その後プロセシングされて複数のＣＡＲ
を産生するように、ＣＡＲをコードする複数の核酸を１つの発現単位および読み枠の中で
互いに連結することができる（例えば、Ｐ２Ａなどの自己切断性ペプチドを利用すること
による）。別の実施形態では、ＣＡＲをコードする複数の核酸は、トランスフェクション
に使用される別々のベクター内に置かれて、ＣＡＲをコードする複数の核酸を含む遺伝子
改変された哺乳動物幹細胞が生成される。ＣＡＲをコードする核酸構築物の例が、図１１
に図示され、ＣＡＲに対する典型的な配列およびＣＡＲにおける使用に適している様々な
ドメインが、配列番号１から２および７から２０に提供される。
【００４０】
　さらに本発明の態様によると、２つより多い抗原決定基に指向されたＴ細胞に分化する
能力を有する遺伝子改変された哺乳動物幹細胞であって、他の実施形態では、遺伝子改変
された哺乳動物幹細胞（例えば、ｉＰＳＣまたはＨＳＣ）（任意選択で、少なくとも１つ
のホモ接合性ＨＬＡハプロタイプを発現する）が、第１の抗原決定基に指向されているＴ
ＣＲを発現するＴ細胞に分化する能力を有し、第２の抗原決定基に指向され、Ｔ細胞活性
化部分に作動可能に連結されている抗原認識部分を含むキメラ抗原受容体をコードする核
酸分子を含み、第３の抗原決定基に指向されている抗原認識部分を含む抗原結合受容体を
コードする核酸分子をさらに含む、細胞が提供される。これらの実施形態によると、その
ような遺伝子改変された幹細胞は、複数の抗原決定基、好ましくは互いに別個の複数の抗
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原決定基に指向されたＴ細胞に分化する能力を有する。追加の抗原特異性は、本明細書に
記載のＣＡＲをコードする複数の核酸を用いる、および／または抗原結合受容体をコード
する複数の核酸を利用することによって提供することができる。
【００４１】
　一実施形態では、抗原結合受容体は、非シグナル伝達抗原結合受容体であり；言い換え
れば、受容体は、細胞表面に固定され、第３の抗原決定基に結合するが、細胞の細胞質部
分にシグナルを変換しない。一実施形態では、抗原結合受容体は、第３の抗原決定基に指
向され、膜貫通ドメインに作動可能に連結されるが、Ｔ細胞活性化部分を欠く抗原認識部
分を含む。
【００４２】
　特定の実施形態では、抗原結合受容体は、ＣＤ４７に指向されている非シグナル伝達抗
原結合受容体である。例えば、抗原結合受容体は、非シグナル伝達ＣＤ４７結合分子、例
えば、短縮された、ＣＤ４７結合分子である。
【００４３】
　したがって、遺伝子改変された哺乳動物幹細胞（例えば、ｉＰＳＣまたはＨＳＣ）また
はそこから分化したＴ細胞であって、その細胞が、第１の抗原決定基に指向されているＴ
ＣＲを発現するＴ細胞に分化する能力を有し、（ｉ）キメラ抗原受容体をコードする核酸
分子であって、前記受容体が、第２の抗原決定基に指向されている抗原認識部分を含み、
その抗原認識部分が、Ｔ細胞活性化部分に作動可能に連結されている核酸分子、および（
ｉｉ）非シグナル伝達ＣＤ４７結合分子、例えば、短縮されたＣＤ４７結合分子をコード
する核酸分子を含む、細胞が提供される。一部の実施形態では、遺伝子改変された哺乳動
物幹細胞（例えば、ｉＰＳＣまたはＨＳＣ）は、少なくとも１つのホモ接合性ＨＬＡハプ
ロタイプを発現する。
【００４４】
　別の態様では、本明細書に開示される遺伝子改変された哺乳動物幹細胞（ｉＰＳＣまた
はＨＳＣなど）を作製する方法が提供される。
【００４５】
　一実施形態では、対象方法は、第１の抗原決定基に指向されているＴＣＲを発現するＴ
細胞に分化する能力を有する哺乳動物幹細胞（ｉＰＳＣまたはＨＳＣなど）を得るステッ
プであって、一実施形態では、その幹細胞（例えば、ｉＰＳＣまたはＨＳＣ）が、少なく
とも１つのホモ接合性ＨＬＡハプロタイプを発現するステップと；幹細胞に１つまたは複
数のキメラ抗原受容体をコードする１つまたは複数の核酸分子であって、各キメラ抗原受
容体が、抗原決定基に指向されている抗原認識部分を含み、その抗原認識部分が、Ｔ細胞
活性化部分に作動可能に連結されている核酸分子を（例えば、トランスフェクションによ
って）導入するステップとを含む。別の実施形態では、方法は、幹細胞に１つまたは複数
の抗原結合受容体（例えば、非シグナル伝達抗原結合受容体）をコードする１つまたは複
数の核酸分子であって、各抗原結合受容体が、抗原決定基に指向されている抗原認識部分
を含む核酸分子を（例えば、トランスフェクションによって）導入するステップをさらに
含む。さらに本明細書に開示するように、受容体をコードする複数の核酸は、単一ベクタ
ーまたは別々のベクターによって導入され得る。
【００４６】
　別の実施形態では、対象方法は、第１の抗原決定基に指向されているＴＣＲを発現する
Ｔ細胞または胸腺細胞（好ましくはＣＤ８＋Ｔ細胞または胸腺細胞）を得るステップであ
って、一実施形態では、その細胞が少なくとも１つのホモ接合性ＨＬＡハプロタイプも発
現するステップと；Ｔ細胞または胸腺細胞に１つまたは複数のキメラ抗原受容体をコード
する１つまたは複数の核酸分子であって、各キメラ抗原受容体が、抗原決定基に指向され
ている抗原認識部分を含み、その抗原認識部分が、Ｔ細胞活性化部分に作動可能に連結さ
れている核酸分子を導入するステップと；Ｔ細胞または胸腺細胞から幹細胞（例えば、ｉ
ＰＳＣ）を得るステップとを含む。別の実施形態では、方法は、Ｔ細胞または胸腺細胞か
ら幹細胞を得るステップの前に、Ｔ細胞または胸腺細胞に１つまたは複数の抗原結合受容
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体（例えば、非シグナル伝達抗原結合受容体）をコードする１つまたは複数の核酸分子で
あって、各抗原結合受容体が、抗原決定基に指向されている抗原認識部分を含む核酸分子
を導入するステップをさらに含む。
【００４７】
　さらに別の実施形態では、対象方法は、一部の実施形態では、少なくとも１つのホモ接
合性ＨＬＡハプロタイプを発現するＨＳＣ（例えば、骨髄または血液から）を得るステッ
プと；ＨＳＣに（ｉ）第１の抗原決定基に指向されているＴＣＲをコードする１つまたは
複数の核酸、（ｉｉ）１つまたは複数のキメラ抗原受容体をコードする１つまたは複数の
核酸分子であって、各キメラ抗原受容体が、前記第１の抗原決定基と異なる抗原決定基に
指向されている抗原認識部分を含み、その抗原認識部分が、Ｔ細胞活性化部分に作動可能
に連結されている核酸分子；および任意選択で（ｉｉｉ）１つまたは複数の抗原結合受容
体（例えば、非シグナル伝達抗原結合受容体）をコードする１つまたは複数の核酸分子で
あって、各抗原結合受容体が、前記第１の抗原決定基と異なり、キメラ抗原受容体が指向
される抗原決定基とも異なる抗原決定基に指向されている抗原認識部分を含む核酸分子を
導入するステップとを含む。本明細書に開示するように、受容体をコードする複数の核酸
は、単一ベクターまたは別々のベクターによって導入され得る。そのような遺伝子改変さ
れたＨＳＣを使用して、複数の抗原決定基に特異性を有するＴ細胞を生成することができ
る。
【００４８】
　さらなる態様では、第１の抗原決定基に指向されているＴＣＲを発現し、１つまたは複
数のキメラ抗原受容体を発現するＴ細胞であって、各受容体が、抗原決定基に指向されて
いる抗原認識部分を含み、その抗原認識部分が、Ｔ細胞活性化部分に作動可能に連結され
ている、細胞が提供される。一部の実施形態では、Ｔ細胞は、抗原決定基に指向されてい
る抗原認識部分を含む抗原結合受容体をさらに発現する。一部の実施形態では、そこに提
供されるＴ細胞は、少なくとも１つのホモ接合性ＨＬＡハプロタイプを発現する。
【００４９】
　別の態様では、第１の抗原決定基に指向されているＴＣＲを発現し、１つまたは複数の
ＣＡＲを発現するＴ細胞を作製するための方法であって、各ＣＡＲが、抗原決定基に指向
されている抗原認識部分を含み、その抗原認識部分が、Ｔ細胞活性化部分に作動可能に連
結されており、任意選択で、それぞれが抗原決定基に指向されている抗原認識部分を含む
１つまたは複数の非シグナル伝達抗原結合受容体も発現する、方法が提供される。一部の
実施形態では、本明細書に提供される方法は、少なくとも１つのホモ接合性ＨＬＡハプロ
タイプを発現するＴ細胞を作製することを対象とする。
【００５０】
　本発明の別の態様は、上で記述した通り、哺乳動物において細胞の所望されない集団の
存在によって特徴付けられる状態を処置する方法であって、前記哺乳動物に幹細胞または
Ｔ細胞の有効数を投与するステップを含む、方法を対象とする。
【００５１】
　一実施形態では、前記状態は、新生物状態、微生物感染（ＨＩＶ、ＳＴＤまたは抗生物
質耐性菌など）または自己免疫性状態である。
【００５２】
　この実施形態によると、新生物状態を処置する方法であって、上で定義した通り、前記
哺乳動物に幹細胞またはＴ細胞の有効数を投与するステップであって、前記ＴＣＲが、第
１の腫瘍抗原決定基に指向され、前記ＣＡＲが、第２の腫瘍抗原決定基に指向されるステ
ップを含む、方法が提供される。
【００５３】
　さらに別の実施形態では、前記第１の腫瘍抗原決定基は、ＷＴ－１である。
【００５４】
　別の実施形態では、前記第２の腫瘍抗原決定基は、ＴＡＧ－７２、ＣＤ１９、ＭＡＧＥ
またはＣＤ４７である。
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【００５５】
　本発明のさらに別の態様は、上で定義した通り、哺乳動物において細胞の所望されない
集団の存在によって特徴付けられる状態を処置するための医薬の製造における幹細胞また
はＴ細胞の使用を対象とする。
　特定の実施形態では、例えば、以下が提供される：
（項目１）
　遺伝子改変された哺乳動物幹細胞であって、前記細胞が、第１の抗原決定基に指向され
ているＴ細胞受容体（ＴＣＲ）を発現するＴ細胞に分化する能力を有し、抗原認識部分お
よびＴ細胞活性化部分を含むキメラ抗原受容体をコードする核酸分子を含み、前記抗原認
識部分が、第２の抗原決定基に指向され、前記Ｔ細胞活性化部分に作動可能に連結されて
いる、細胞。
（項目２）
　少なくとも１つのホモ接合性ＨＬＡハプロタイプを発現する、遺伝子改変された幹細胞
。
（項目３）
　人工多能性幹細胞（ｉＰＳＣ）または造血幹細胞（ＨＳＣ）である、項目１または２に
記載の細胞。
（項目４）
　前記ｉＰＳＣまたはＨＳＣが、ＣＤ４＋Ｔ細胞またはＣＤ８＋Ｔ細胞に分化する能力を
有する、項目３に記載の細胞。
（項目５）
　前記Ｔ細胞が、αβＴＣＲまたはγδＴＣＲを発現する、項目３に記載の細胞。
（項目６）
　前記ｉＰＳＣが、Ｔ細胞または胸腺細胞に由来する、項目４に記載の細胞。
（項目７）
　前記ｉＰＳＣに由来する前記Ｔ細胞または胸腺細胞が、ＣＤ８＋またはＣＤ４＋である
、項目６に記載の細胞。
（項目８）
　前記ｉＰＳＣに由来する前記Ｔ細胞または胸腺細胞が、前記第１の抗原決定基に指向さ
れているＴＣＲを発現する、項目６または７に記載の細胞。
（項目９）
　前記ｉＰＳＣに由来する前記Ｔ細胞または胸腺細胞において発現される前記ＴＣＲが、
αβＴＣＲまたはγδＴＣＲである、項目８に記載の細胞。
（項目１０）
　前記第１および第２の抗原決定基が、腫瘍抗原、微生物抗原または自己反応性免疫細胞
抗原からなる群から選択される、項目１に記載の細胞。
（項目１１）
　前記第１の抗原決定基が、腫瘍抗原、例えば、ＷＴ－１から選択される、項目１０に記
載の細胞。
（項目１２）
　前記第２の抗原決定基が、腫瘍抗原、例えば、ＴＡＧ７２、ＣＤ１９、ＭＡＧＥおよび
ＣＤ４７から選択される、項目１０または１１に記載の細胞。
（項目１３）
　前記抗原認識部分が、ｓｃＦｖを含む、先行する項目のいずれか一項に記載の細胞。
（項目１４）
　前記抗原認識部分が、ヒンジ領域および膜貫通ドメインによって前記Ｔ細胞活性化部分
に連結されている、先行する項目のいずれか一項に記載の細胞。
（項目１５）
　前記ヒンジ領域が、ＩｇＧ１のヒンジ領域、ＣＤ８のヒンジ領域またはＣＤ２８のヒン
ジ領域に由来する、項目１４に記載の細胞。
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（項目１６）
　前記ヒンジ領域が、キメラ抗原受容体の二量体化を促進するシステインを含む、項目１
４に記載の細胞。
（項目１７）
　前記膜貫通ドメインが、前記Ｔ細胞受容体のアルファ、ベータもしくはゼータ鎖の前記
膜貫通ドメイン、ＣＤ２８、ＣＤ３イプシロン、ＣＤ４５、ＣＤ４、ＣＤ５、ＣＤ８、Ｃ
Ｄ９、ＣＤ１６、ＣＤ２２、ＣＤ３３、ＣＤ３７、ＣＤ６４、ＣＤ８０、ＣＤ８６、ＣＤ
１３４、ＣＤ１３７、ＣＤ１５４またはＩｇＧ４などの免疫グロブリンに由来する、項目
１４に記載の細胞。
（項目１８）
　前記Ｔ細胞活性化部分が、ＴＣＲゼータ、ＦｃＲガンマ、ＦｃＲベータ、ＣＤ３ガンマ
、ＣＤ３デルタ、ＣＤ３イプシロン、ＣＤ５、ＣＤ２２、ＣＤ７９ａ、ＣＤ７９ｂおよび
ＣＤ６６ｄからなる群から選択される分子の細胞内シグナル伝達配列を含む、先行する項
目のいずれか一項に記載の細胞。
（項目１９）
　前記Ｔ細胞活性化部分が、ＣＤ２７、ＣＤ２８、４－ｌＢＢ（ＣＤ１３７）、ＯＸ４０
、ＣＤ３０、ＣＤ４０、ＰＤ－１、ＴＩＭ－３、ＩＣＯＳ、リンパ球機能関連抗原－１（
ＬＦＡ－１）、ＣＤ２、ＣＤ７、ＬＩＧＨＴ、ＮＫＧ２Ｃ、Ｂ７－Ｈ３およびＣＤ８３と
特異的に結合するリガンドからなる群から選択される共刺激分子の細胞内シグナル伝達配
列をさらに含む、項目１８に記載の細胞。
（項目２０）
　抗原認識部分およびＴ細胞活性化部分を含む追加のキメラ抗原受容体をコードする追加
の核酸をさらに含み、前記追加のキメラ抗原受容体の前記抗原認識部分が、前記第１およ
び第２の抗原決定基と異なる追加の抗原決定基に指向されている、先行する項目のいずれ
か一項に記載の細胞。
（項目２１）
　前記第１の抗原決定基およびキメラ抗原受容体が指向される抗原決定基と異なる抗原決
定基に指向されている抗原認識部分を含む非シグナル伝達抗原結合受容体をコードする核
酸をさらに含む、先行する項目のいずれか一項に記載の細胞。
（項目２２）
　前記抗原認識部分が、ヒンジ領域によって膜貫通ドメインに作動可能に連結されている
、項目２１に記載の細胞。
（項目２３）
　前記抗原結合受容体が、ＣＤ４７に指向されている、項目２１または２２に記載の細胞
。
（項目２４）
　前記抗原結合受容体が、ＣＤ４７に指向されているｓｃＦｖを含む、項目２３に記載の
細胞。
（項目２５）
　前記抗原結合受容体のヒンジおよび膜貫通領域が、ＣＤ２８のヒンジおよび膜貫通領域
である、項目２４に記載の細胞。
（項目２６）
　キメラ受容体をコードする前記核酸が、自己切断性ペプチドをコードするヌクレオチド
配列を介して前記追加のキメラ抗原受容体をコードする前記追加の核酸に作動可能に連結
されている、項目２０に記載の細胞。
（項目２７）
　前記キメラ受容体をコードする前記核酸が、自己切断性ペプチドをコードするヌクレオ
チド配列を介して前記抗原結合受容体をコードする前記核酸に作動可能に連結されている
、項目２１に記載の細胞。
（項目２８）



(14) JP 6976960 B2 2021.12.8

10

20

30

40

50

　遺伝子改変された哺乳動物幹細胞を作製する方法であって、
第１の抗原決定基に指向されているＴＣＲを発現するＴ細胞に分化する能力を有する哺乳
動物幹細胞を得るステップと；
前記幹細胞に、１つまたは複数のキメラ抗原受容体をコードする１つまたは複数の核酸分
子であって、各キメラ抗原受容体が、前記第１の抗原決定基と異なる抗原決定基に指向さ
れている抗原認識部分を含み、前記抗原認識部分が、Ｔ細胞活性化部分に作動可能に連結
されている、核酸分子；任意選択で、１つまたは複数の抗原結合受容体（例えば、非シグ
ナル伝達抗原結合受容体）をコードする１つまたは複数の核酸分子であって、各抗原結合
受容体が、前記第１の抗原決定基およびキメラ抗原受容体が指向される抗原決定基と異な
る抗原決定基に指向されている抗原認識部分を含む、核酸分子を導入するステップと
を含む方法。
（項目２９）
　前記幹細胞が、少なくとも１つのホモ接合性ＨＬＡハプロタイプを発現する、項目２８
に記載の方法。
（項目３０）
　遺伝子改変された哺乳動物幹細胞を作製する方法であって、
第１の抗原決定基に指向されているＴＣＲを発現するＴ細胞または胸腺細胞を得るステッ
プであって、任意選択でＴ細胞または胸腺細胞がＣＤ８＋またはＣＤ４＋である、ステッ
プと；
前記Ｔ細胞または胸腺細胞に、１つまたは複数のキメラ抗原受容体をコードする１つまた
は複数の核酸分子であって、各キメラ抗原受容体が、前記第１の抗原決定基と異なる抗原
決定基に指向されている抗原認識部分を含み、抗原認識部分が、Ｔ細胞活性化部分に作動
可能に連結されている、核酸分子；任意選択で、１つまたは複数の抗原結合受容体（例え
ば、非シグナル伝達抗原結合受容体）をコードする１つまたは複数の核酸分子であって、
各抗原結合受容体が、前記第１の抗原決定基およびキメラ抗原受容体が指向される抗原決
定基と異なる抗原決定基に指向されている抗原認識部分を含む、核酸分子を導入するステ
ップと；
Ｔ細胞または胸腺細胞から幹細胞を導き出すステップと
を含む方法。
（項目３１）
　前記Ｔ細胞または胸腺細胞が、少なくとも１つのホモ接合性ＨＬＡハプロタイプを発現
する、項目３０に記載の方法。
（項目３２）
　前記幹細胞がｉＰＳＣである、項目２８から３１のいずれか一項に記載の方法。
（項目３３）
　第１の抗原決定基に指向されているＴ細胞受容体（ＴＣＲ）ならびに抗原認識部分およ
びＴ細胞活性化部分を含むキメラ抗原受容体を発現し、前記抗原認識部分が、第２の抗原
決定基に指向され、前記Ｔ細胞活性化部分に作動可能に連結されている、Ｔ細胞。
（項目３４）
　前記Ｔ細胞が、少なくとも１つのホモ接合性ＨＬＡハプロタイプを発現する、項目３３
に記載のＴ細胞。
（項目３５）
　前記Ｔ細胞が、ＣＤ４＋Ｔ細胞またはＣＤ８＋Ｔ細胞である、項目３３または３４に記
載のＴ細胞。
（項目３６）
　前記ＴＣＲが、αβＴＣＲまたはγδＴＣＲである、項目３３または３４に記載のＴ細
胞。
（項目３７）
　前記少なくとも１つのホモ接合性ＨＬＡハプロタイプを発現する幹細胞に由来する、項
目３３または３４に記載のＴ細胞。
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（項目３８）
　前記幹細胞が、ｉＰＳＣまたはＨＳＣである、項目３７に記載のＴ細胞。
（項目３９）
　前記ｉＰＳＣが、前記第１の抗原決定基に指向されているＴＣＲを発現するＴ細胞また
は胸腺細胞に由来する、項目３８に記載のＴ細胞。
（項目４０）
　前記ｉＰＳＣに由来する前記Ｔ細胞または胸腺細胞において発現される前記ＴＣＲが、
αβＴＣＲまたはγδＴＣＲである、項目３９に記載のＴ細胞。
（項目４１）
　前記Ｔ細胞または胸腺細胞が、ＣＤ８＋である、項目３９に記載のＴ細胞。
（項目４２）
　前記ｉＰＳＣまたはＨＳＣが、前記キメラ抗原受容体をコードする核酸分子を含む、項
目３８に記載のＴ細胞。
（項目４３）
　前記第１および第２の抗原決定基が、腫瘍抗原、微生物抗原または自己反応性免疫細胞
抗原からなる群から選択される、項目３３に記載のＴ細胞。
（項目４４）
　前記第１の抗原決定基が、腫瘍抗原、例えば、ＷＴ－１およびＥＢＶＬＭＰ２から選択
される、項目４３に記載のＴ細胞。
（項目４５）
　前記第２の抗原決定基が、腫瘍抗原、例えば、ＴＡＧ７２、ＣＤ１９、ＭＡＧＥおよび
ＣＤ４７から選択される、項目４４に記載のＴ細胞。
（項目４６）
　前記抗原認識部分が、ｓｃＦｖを含む、項目３３～４５のいずれか一項に記載のＴ細胞
。
（項目４７）
　前記抗原認識部分が、ヒンジ領域および膜貫通ドメインによって前記Ｔ細胞活性化部分
に連結されている、項目３３から４６のいずれか一項に記載のＴ細胞。
（項目４８）
　前記ヒンジ領域が、ＩｇＧ１のヒンジ領域、ＣＤ８のヒンジ領域またはＣＤ２８のヒン
ジ領域に由来する、項目４７に記載のＴ細胞。
（項目４９）
　前記ヒンジ領域が、キメラ抗原受容体の二量体化を促進するシステインを含む、項目４
７に記載のＴ細胞。
（項目５０）
　前記膜貫通ドメインが、前記Ｔ細胞受容体のアルファ、ベータもしくはゼータ鎖の前記
膜貫通ドメイン、ＣＤ２８、ＣＤ３イプシロン、ＣＤ４５、ＣＤ４、ＣＤ５、ＣＤ８、Ｃ
Ｄ９、ＣＤ１６、ＣＤ２２、ＣＤ３３、ＣＤ３７、ＣＤ６４、ＣＤ８０、ＣＤ８６、ＣＤ
１３４、ＣＤ１３７、ＣＤ１５４またはＩｇＧ４などの免疫グロブリンに由来する、項目
４７に記載のＴ細胞。
（項目５１）
　前記Ｔ細胞活性化部分が、ＴＣＲゼータ、ＦｃＲガンマ、ＦｃＲベータ、ＣＤ３ガンマ
、ＣＤ３デルタ、ＣＤ３イプシロン、ＣＤ５、ＣＤ２２、ＣＤ７９ａ、ＣＤ７９ｂおよび
ＣＤ６６ｄからなる群から選択される分子の細胞内シグナル伝達配列を含む、項目３３か
ら５０のいずれか一項に記載のＴ細胞。
（項目５２）
　前記Ｔ細胞活性化部分が、ＣＤ２７、ＣＤ２８、４－ｌＢＢ（ＣＤ１３７）、ＯＸ４０
、ＣＤ３０、ＣＤ４０、ＰＤ－１、ＩＣＯＳ、リンパ球機能関連抗原－１（ＬＦＡ－１）
、ＣＤ２、ＣＤ７、ＬＩＧＨＴ、ＮＫＧ２Ｃ、Ｂ７－Ｈ３およびＣＤ８３と特異的に結合
するリガンドからなる群から選択される共刺激分子の細胞内シグナル伝達配列をさらに含
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む、項目５１に記載のＴ細胞。
（項目５３）
　抗原認識部分およびＴ細胞活性化部分を含む追加のキメラ抗原受容体をさらに発現し、
前記追加のキメラ抗原受容体の前記抗原認識部分が、前記第１および第２の抗原決定基と
異なる追加の抗原決定基に指向されている、項目３３から５２のいずれか一項に記載のＴ
細胞。
（項目５４）
　前記第１の抗原決定基およびキメラ抗原受容体が指向される抗原決定基と異なる抗原決
定基に指向されている抗原認識部分を含む非シグナル伝達抗原結合受容体をさらに発現す
る、項目３３から５３のいずれか一項に記載のＴ細胞。
（項目５５）
　前記抗原認識部分が、ヒンジ領域によって膜貫通ドメインに作動可能に連結されている
、項目５４に記載のＴ細胞。
（項目５６）
　前記抗原結合受容体が、ＣＤ４７に指向されている、項目５４または５５に記載のＴ細
胞。
（項目５７）
　前記抗原結合受容体が、ＣＤ４７に指向されているｓｃＦｖを含む、項目５６に記載の
Ｔ細胞。
（項目５８）
　前記抗原結合受容体のヒンジおよび膜貫通領域が、ＣＤ２８のヒンジおよび膜貫通領域
である、項目５７に記載のＴ細胞。
（項目５９）
　最初に翻訳されたときには前記キメラ受容体および前記追加のキメラ抗原受容体が、自
己切断性ペプチドを介して互いに連結されており、前記自己切断性ペプチドの切断の結果
としてその後分離される、項目５３に記載のＴ細胞。
（項目６０）
　最初に翻訳されたときには前記キメラ受容体および前記抗原結合受容体が、自己切断性
ペプチドを介して互いに連結されており、前記自己切断性ペプチドの切断の結果としてそ
の後分離される、項目５４に記載のＴ細胞。
（項目６１）
　項目１から２７のいずれか一項に記載の幹細胞に由来するＴ細胞。
（項目６２）
　Ｔ細胞を作製する方法であって、
項目１から２７のいずれか一項に記載の遺伝子改変された幹細胞を提供するステップと、
前記遺伝子改変された幹細胞をＴ細胞に分化させるステップと
を含む方法。
（項目６３）
　Ｔ細胞を作製する方法であって、
第１の抗原決定基に指向されているＴＣＲを発現するＴ細胞に分化する能力を有する幹細
胞を得るステップと；
前記幹細胞をＴ細胞に分化させるステップと；
前記Ｔ細胞に１つまたは複数のキメラ抗原受容体をコードする１つまたは複数の核酸であ
って、各キメラ抗原受容体が第１の抗原決定基と異なる抗原決定基に指向されている、核
酸、任意選択で、１つまたは複数の抗原結合受容体をコードする１つまたは複数の核酸で
あって、各抗原結合受容体が、前記第１の抗原決定基およびキメラ抗原受容体が指向され
る抗原決定基と異なる抗原決定基に指向されている、核酸を導入するステップと
を含む方法。
（項目６４）
　前記幹細胞が、少なくとも１つのホモ接合性ＨＬＡハプロタイプを発現する、項目６３
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に記載の方法。
（項目６５）
　前記幹細胞がｉＰＳＣまたはＨＳＣである、項目６２から６４のいずれか一項に記載
の方法。
（項目６６）
　前記ｉＰＳＣが、Ｔ細胞または胸腺細胞に由来する、項目６５に記載の方法。
（項目６７）
　前記Ｔ細胞または胸腺細胞が、ＣＤ８＋またはＣＤ４＋である、項目６６に記載の方法
。
（項目６８）
　前記ｉＰＳＣが、前記ｉＰＳＣに由来する前記Ｔ細胞において発現されるＴＣＲが指向
されるのと同じ抗原決定基に指向されている前記ＴＣＲを発現するＴ細胞または胸腺細胞
に由来する、項目６５に記載の方法。
（項目６９）
　哺乳動物において細胞の所望されない集団の存在によって特徴付けられる状態を処置す
る方法であって、前記哺乳動物に項目３３から６１のいずれか一項に記載のＴ細胞の有効
数を投与するステップを含む、方法。
（項目７０）
　前記状態が、新生物状態、微生物感染（ＨＩＶ、ＳＴＤまたは抗生物質耐性細菌など）
または自己免疫性状態である、項目６９に記載の方法。
（項目７１）
　前記状態が、新生物状態であり、前記ＴＣＲが、第１の腫瘍抗原決定基に指向され、前
記ＣＡＲが、第２の腫瘍抗原決定基に指向されている、項目６９に記載の方法。
（項目７２）
　前記第１の腫瘍抗原決定基が、ＷＴ１である、項目７１に記載の方法。
（項目７３）
　前記第２の腫瘍抗原決定基が、ＴＡＧ７２である、項目７１または７２に記載の方法。
（項目７４）
　前記哺乳動物に投与された前記細胞が、非シグナル伝達ＣＤ４７結合受容体をコードす
る核酸分子を含む、項目７１から７３のいずれか一項に記載の方法。
【図面の簡単な説明】
【００５６】
【図１Ａ－１Ｏ】ウイルムス腫瘍１（ＷＴ－１）抗原に対して特異的なＴＣＲを発現して
いる細胞傷害性Ｔ細胞の刺激および増大。細胞は、全血末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）から
単離された。細胞は、散布図も示されて（Ｂ、Ｇ、Ｌ）、単一細胞（Ａ、Ｆ、Ｋ）につい
て、次にＣＤ３陽性細胞（ＡＰＣＣｙ７にコンジュゲートされている；Ｃ、Ｈ、Ｍ）によ
って、次にＣＤ８（ＰＥＣｙ７にコンジュゲートされている）およびＣＤ４（ＰｅｒＣｐ
にコンジュゲートされている；Ｄ、Ｉ、Ｎ）について、最後にＣＤ８細胞単独（Ｅ、Ｊ、
Ｏ）についてゲーティングされた。ＷＴ－１染色がＷＴ－１３７ペプチドに特異的なＨＬ
Ａ－Ａ０２四量体を使用して実行された。提示のものは、ＨＬＡ－Ａ０２陽性である２名
の別々の患者（患者１　Ａ～Ｅ；患者２　Ｆ～Ｊ）由来であり、蛍光マイナスワン（ＦＭ
Ｏ；この染色はＷＴ－１四量体染色を欠いており、ＷＴ－１３７の特異的染色を示す、Ｋ
～Ｏ）と比較される。示されている割合は、ＣＤ３＋細胞の百分率である。ＷＴ－１　Ｔ
ＣＲ　Ｔ細胞の百分率は、２つの試料について１．５％および４．５％に増加し；未刺激
ＰＢＭＣでは、これらの細胞は非常に低い（本明細書の四量体技術を使用する検出限界未
満）。他の研究では（例えばSchmeidら、（２０１５年））それらは、ＣＤ８＋細胞のわ
ずか１０－６（細胞３×１０－７から３×１０－６の範囲）である。
【００５７】
【図２Ａ－２Ｇ】ウイルムス腫瘍１（ＷＴ－１）抗原に対して特異的なＴＣＲを有するＣ
Ｄ８＋細胞傷害性Ｔ細胞は機能性である。機能は、インターフェロンガンマ（ＩＦＮ－γ
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）の産生によって表される（Ghanekarら、２００１年）。ＩＦＮ－γ発現は、ＷＴ－１特
異的刺激の後に見出された。活性化細胞をＣＤ８＋およびＨＬＡ－Ａ０２四量体からＷＴ
－１３７ペプチド－ＰＥコンジュゲート蛍光色素についてゲーティングした。ＷＴ－１に
対して特異的なＴＣＲを有するこれらの細胞傷害性Ｔ細胞は、ＷＴ－１を用いて刺激する
と、ＩＦＮ－γ（パシフィックブルー蛍光色素にコンジュゲートされている）の細胞内サ
イトカイン染色を実証した。示されているのは、ＨＬＡ－Ａ０２陽性である２名の別々の
患者（Ｗｔ－１　＃１およびＷＴ－１　＃２）（患者１：Ａ～Ｂ、患者２：Ｃ～Ｄ）由来
のものであり、蛍光マイナスワン（ＦＭＯ；Ｅ－Ｆ；この染色はＷＴ－１四量体染色を欠
いており、ＷＴ－１３７の特異的染色を示す（Ｇ）と比較されている。示されている割合
はＷＴ１＋ＣＤ８＋細胞の百分率である。８０％を超えるＷＴ－１　ＴＣＲ　Ｔ細胞がＩ
ＦＮγを産生した。
【００５８】
【図２Ｈ】ＬＡＧ３阻害剤（ＩＭＰ３２１）の添加は刺激４日後にＷＴ－１特異的Ｔ細胞
の発生頻度を増加させる。この実験では、精製されたが、分離されていない臍帯血単核細
胞が単独、抗ＣＤ２８だけを含んで、ＷＴ－１ペプチド（Ｍｉｌｔｅｎｙｉ　ＢｉｏＴｅ
ｃｈ）およびＣＤ２８（１μｇ／ｍｌ）を含んで、またはＷＴ－１ペプチドに加えてＩＭ
Ｐ３２１を含んで、２４時間および４日間播種された。２４時間まで効果は観察されなか
ったが（データ未記載）、樹状細胞活性化へのＩＭＰ３２１効果の動態と一致して（Brig
oneら、（２００７年））、４日後にＷＴ－１特異的ＣＤ８＋Ｔ細胞が倍増した。
【００５９】
【図３】がん特異的（例えばＷＴ－１）ＴＣＲ　Ｔ細胞由来ｉＰＳＣの産生。がん抗原特
異的Ｔ細胞は正常な血液では非常に稀であり；それらは、抗原提示細胞として作用する自
己Ｂ細胞（ＥＢＶを使用してリンパ芽球細胞株（ＬＣＬ）に形成される）に結合したＷＴ
－１ペプチドでのサイトカインの存在下でのｉｎ　ｖｉｔｒｏ刺激によって明らかになる
。がん抗原特異的Ｔ細胞は、ＣＤ８（細胞傷害性Ｔ細胞に対する）およびこれらのＣＤ８
＋細胞のＴＣＲに結合するＨＬＡ－ＷＴ－１に対する四量体を用いて二重標識されている
ことが示されている。次にこれらの細胞は、ヤマナカリプログラミング因子を使用してｉ
ＰＳＣに転換された。ＷＴ－１に対して特異的な再構成ＴＣＲ遺伝子はｉＰＳＣのＴＣＲ
遺伝子座に埋め込まれた。
【００６０】
【図４】ＯＰ９支持細胞での１、５、９および１３日間培養後のｉＰＳＣコロニーの造血
細胞系列およびリンパ球前駆細胞への形態学的進行。１３日目までの多数の単一造血様細
胞に注目されたい。
【００６１】
【図５－１】ＯＰ９細胞での１３日間培養後のｉＰＳＣ由来細胞のフローサイトメトリー
分析は、造血幹細胞（ＨＳＣ）（ＣＤ３４＋ＣＤ４３＋）の存在を含む造血特殊分化の証
拠を明らかに示す。
【図５－２】ＯＰ９細胞での１３日間培養後のｉＰＳＣ由来細胞のフローサイトメトリー
分析は、造血幹細胞（ＨＳＣ）（ＣＤ３４＋ＣＤ４３＋）の存在を含む造血特殊分化の証
拠を明らかに示す。
【００６２】
【図６】ＯＰ９細胞での１３日間培養に続くＯＰ９　ＤＬ－Ｌ１細胞での９日間培養後の
ｉＰＳＣ由来細胞でのＨＳＣについてのフローサイトメトリー。細胞は、生存率、ＣＤ４
５発現、単一細胞についてゲーティングされ、次いでＣＤ３４およびＣＤ４３について染
色することによってＨＳＣ含有量について調べられた。ＨＳＣにおける、予備ＯＰＤＬ－
Ｌ１培養での＞９０％（図５）からＯＰ９ＤＬ－Ｌ１細胞での９日間培養後の約６０％へ
の低減に注目されたい。
【００６３】
【図７】ＯＰ９細胞での１３日間培養に続くＯＰ９　ＤＬ－Ｌ１細胞での９日間培養後の
ｉＰＳＣ－由来細胞のＴ細胞発達についてのフローサイトメトリー。ＣＤ５およびＣＤ７
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の発現を伴うＴ細胞系列ならびに未成熟（すなわち、ＣＤ３を欠失している；データ未記
載）ＣＤ４＋、ＣＤ８＋「単一陽性」細胞およびＣＤ４＋ＣＤ８＋「二重陽性」細胞を含
む胸腺細胞発達の第１段階へのコミットメントの明らかな証拠がある。
【００６４】
【図８－１】ＯＰ９細胞での１３日間培養に続くＯＰ９　ＤＬ－Ｌ１細胞での１６日間培
養後のｉＰＳＣ由来細胞におけるＨＳＣおよびＴ細胞分化についてのフローサイトメトリ
ー。ＣＤ４および／またはＣＤ８を発現している未成熟Ｔ細胞は、まだ明らかに存在し、
ＨＳＣは約６０％から約２５％にさらに低減されていた。最も重要なことに成熟ＣＤ８＋
細胞が存在し、ＣＤ３、αβＴＣＲおよびＣＤ８β鎖を発現していた（ＣＤ８αに加えて
－未記載）。
【図８－２】ＯＰ９細胞での１３日間培養に続くＯＰ９　ＤＬ－Ｌ１細胞での１６日間培
養後のｉＰＳＣ由来細胞におけるＨＳＣおよびＴ細胞分化についてのフローサイトメトリ
ー。ＣＤ４および／またはＣＤ８を発現している未成熟Ｔ細胞は、まだ明らかに存在し、
ＨＳＣは約６０％から約２５％にさらに低減されていた。最も重要なことに成熟ＣＤ８＋
細胞が存在し、ＣＤ３、αβＴＣＲおよびＣＤ８β鎖を発現していた（ＣＤ８αに加えて
－未記載）。
【００６５】
【図９】ｉｎ　ｖｉｔｒｏ増大ＷＴ－１特異的ＴＣＲ　Ｔ細胞由来ｉＰＳＣからのＷＴ－
１特異的ＴＣＲ、ＣＤ８αβＴ細胞の誘導の模式図。ＣＤ４＋ＣＤ８＋細胞の（低レベル
）抗ＣＤ３抗体での処置は、正の選択の際に胸腺内で生じるシグナル伝達を模倣し；これ
は、ＣＤ８αおよびＣＤ８β鎖の両方を発現しているＣＤ８＋Ｔ細胞を増加させた。
【００６６】
【図１０】ｉｎ　ｖｉｔｒｏ増大ＷＴ－１特異的ＴＣＲ　Ｔ細胞由来ｉＰＳＣから誘導さ
れたＷＴ－１特異的ＴＣＲ、ＣＤ８αβＴ細胞は、元来のＴ細胞と同等に完全な機能を保
持していた（例えば、ＷＴ－１発現標的への細胞傷害性）ことを示す。エフェクター：標
的の比は、３：１であった；ＷＴ－１ペプチドの段階的濃度が検査された。
【００６７】
【図１１】キメラ抗原受容体および抗原結合受容体構築物の模式図。ＴＡＧ７２またはＣ
Ｄ１９（陽性対照として）のいずれかに対するｓｃＦｖを有するキメラ抗原受容体（ＣＡ
Ｒ）構築物のパネルが開発された。構築物は、ヒトＣＤ８またはＣＤ２８のいずれかをヒ
ンジおよび膜貫通領域として、ならびにＣＤ２８、ＣＤ３ζ鎖または４－１ＢＢ細胞質性
活性化シグナル伝達ドメインを使用した。Ｐ２Ａは、タンパク質分解切断を指向している
シグナル配列であり、図１１に示す上から５個の構築物は発現の蛍光レポーターとしてＥ
ＧＦＰを放出し、図１１に示す下の（６番目）の構築物はリーダー（ＣＤ８）－ｓｃＦｖ
（抗ＣＤ４７）－ヒンジ／ＴＭ（ＣＤ２８）－エンドドメインテール（ＣＤ８）として示
される第２のＣＡＲ受容体構築物を放出し、そのリーダーは、ヒンジ／ＴＭによって表面
にアンカリングされている抗ＣＤ４７ｓｃＦｖを放出するようにプロセシングされ、エン
ドドメインテールはシグナル伝達配列を含有していない。任意のＣＤ４７結合外部ドメイ
ンは、例えばＳＩＲＰ－アルファを含む標的細胞上のＣＤ４７への結合の目的のために使
用できる。ヒンジ領域は、天然ＣＤ８ヒンジの特徴である、隣接するヒンジドメイン間の
ジスルフィド結合形成による二量体化を指向するためのシステイン残基を含有する場合が
ある、またはセリンなどの他の残基によって置換されたシステイン残基を有する場合があ
り、これはジスルフィド結合を形成せず、共有結合で安定化された二量体を形成しない。
ＣＡＲおよびＣＤ４７結合受容体の例示的配列、ならびにＣＡＲまたは抗原結合受容体を
構築することにおける使用のために好適な種々のドメイン配列は、配列番号１～２０に記
載されている。
【００６８】
【図１２】レトロウイルス形質転換模式図。レトロウイルス構築物を含有するＣＡＲを生
成するために試みられた工程の模式図。ＣＡＲ構築物は、ｐＳＡＭＥＮプラスミドベクタ
ーにクローニングされ、ＣＡＲとレポーターとを分離するためのＰ２Ａ自己切断性ポリペ
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プチドによって蛍光レポーターＥＧＦＰに連結されている。細胞の形質導入が成功すると
、Ｐ２Ａは発現され、切断され、ＥＧＦＰはフローサイトメトリーおよび免疫蛍光顕微鏡
によって同定される。
【００６９】
【図１３】レンチウイルス形質転換模式図。レンチウイルス構築物を含有するＣＡＲを生
成するために試みられた工程の模式図。ＣＡＲ構築物は、ｐＷＰ１プラスミドベクターに
クローニングされ、ＣＡＲとレポーターとを分離するためのＰ２Ａ自己切断性ポリペプチ
ドによって蛍光レポーターＥＧＦＰに連結されている。細胞の形質導入が成功すると、Ｐ
２Ａは発現され、切断され、ＥＧＦＰはフローサイトメトリーおよび免疫蛍光顕微鏡によ
って同定される。
【００７０】
【図１４Ａ－１４Ｂ】図１４Ａ。通常の第２世代ＣＡＲ構造の模式図。標的抗原へのｓｃ
Ｆｖ結合ドメイン；原形質膜へのＣＡＲの組み込みを可能にするヒンジ領域（ストーク）
（ヒンジの長さは標的細胞へのｓｃＦｖ結合に様々に影響を与える場合がある）；ｓｃＦ
ｖの係合によりＴ細胞活性化を誘導する細胞質性シグナル伝達ドメイン。ＣＡＲ構造は、
ヒンジ領域中の隣接するシステイン残基間のジスルフィド結合によって安定化された二量
体として示されている。図１４Ｂ。非シグナル伝達抗原結合受容体、切断型ＣＤ４７「付
着ストーク」の模式図。構造は、ヒンジおよび膜貫通領域に付着しているが、シグナル伝
達ドメインがエンドドメイン中に存在しない、ＣＤ４７抗原結合のためのｓｃＦｖドメイ
ンまたは単一Ｖ－ドメインを示す。この構築物は、高レベルのＣＤ４７を発現しているが
ん細胞へのＣＡＲ－Ｔ細胞の結合親和性を増加させることができる。この受容体は、低レ
ベルのＣＤ４７を発現している正常細胞にも結合する一方で、シグナル伝達はなく、それ
により正常細胞への損傷もない。ヒンジ領域は、隣接ヒンジドメイン間のジスルフィド結
合形成によって二量体化を指向させるシステイン残基を含有できる、またはセリンなどの
他の残基によるシステイン残基置換を有する場合があり、それはジスルフィド結合を形成
せず、共有結合で安定化された二量体を形成しない。
【００７１】
【図１５】ＴＡＧ７２レンチウイルスＣＡＲ構築物（２０．８％陽性、対照における＜０
．１％と比較）およびＣＤ１９レンチウイルスＣＡＲ構築物（３３．９％陽性）を用いる
良好な形質導入を実証しているＣＡＲ形質導入ヒトＰＢＭＣ由来ＣＤ３＋Ｔ細胞のフロー
サイトメトリー分析。
【００７２】
【図１６】ＴＡＧ２７およびＣＤ１９　ＣＡＲトランスフェクトＴ細胞におけるタンパク
質発現を確認するウエスタンブロット分析。
【００７３】
【図１７】卵巣がん（ＴＡＧ７２＋）標的細胞のＴＡＧ７２　ＣＡＲ－Ｔ媒介死滅。エフ
ェクター：標的の比は（Ｅ：Ｔ）＝１：１。ＣＤ３活性化正常血液Ｔ細胞から発達したＴ
ＡＧ７２　ＣＡＲ－Ｔエフェクター細胞（ＧＦＰ陽性細胞）は、ＦＡＣＳを介して純度＞
９５％として単離され、次に使用前に固定化αＣＤ３／αＣＤ２８およびＩＬ－２の存在
下で７２時間、細胞溶解活性の増強のために刺激された。細胞インピーダンスにおける変
化（本明細書では任意単位での細胞指標として表される）は４０時間にわたってモニター
され、ＰＢＭＣから単離された刺激された非形質導入ＣＤ３＋ｖｅ細胞、および刺激され
たベクターのみのＣＡＲ－Ｔ細胞と比較された。ＴＡＧ７２　ＣＡＲ－Ｔ細胞は、最も高
い死滅を示したが、しかしＣＤ３／ＣＤ２８活性化非ＣＡＲ－Ｔ細胞も、はるかに低い程
度ではあるが死滅を示した。
【００７４】
【図１８】ＴＡＧ７２　ＣＡＲ－Ｔ死滅の特異性の決定。ＴＡＧ７２およびＣＤ１９　Ｃ
ＡＲ－Ｔは、それぞれＦＡＣＳを介して単離され、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ刺激を伴わずにＴＡ
Ｇ７２ｈｉ／ＣＤ１９ｌｏｗ標的細胞に直ちに添加された（Ｅ：Ｔ＝５：１）。細胞イン
ピーダンスにおける変化（本明細書では任意単位での細胞指標として表される）は１５時
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間にわたってモニターされた。ＴＡＧ７２　ＣＡＲ－Ｔ細胞は、細胞株の強い死滅を示し
た。ＣＤ１９　ＣＡＲ－Ｔ細胞は、非ＣＡＲ　Ｔ細胞対照と同じであった。
【００７５】
【図１９Ａ】図１９Ａ－１９Ｂ。ＷＴ－１特異的Ｔ細胞から産生されたｉＰＳＣ由来ＷＴ
－１特異的ＴＣＲ　ＣＤ８＋Ｔ細胞のＣＡＲ形質導入のフローサイトメトリー分析。図１
９Ａ。ＷＴ－１特異的ＴＣＲ　Ｔ細胞は、ＴＡＧ７２レンチウイルスＣＡＲ構築物を用い
て良好に形質導入された（３１．３％陽性、対照における＜０．１％と比較）。図１９Ｂ
。ＷＴ－１特異的ＴＣＲ　Ｔ細胞から形成されたｉＰＳＣ由来ＷＴ－１特異的ＴＣＲ　Ｔ
細胞は、ＴＡＧ７２に加えて非シグナル伝達切断型ＣＤ４７に対する二重特異的ＣＡＲ構
築物を用いて良好に形質導入された（５５％形質導入）；ＴＡＧ７２のみを用いた形質導
入３２％。これらの形質導入Ｔ細胞は、３つの抗がん特異的性を含有した：ＷＴ－１（Ｔ
ＣＲ）；ＴＡＧ７２（ＣＡＲ）；切断型非シグナル伝達ＣＤ４７。
【図１９Ｂ】図１９Ａ－１９Ｂ。ＷＴ－１特異的Ｔ細胞から産生されたｉＰＳＣ由来ＷＴ
－１特異的ＴＣＲ　ＣＤ８＋Ｔ細胞のＣＡＲ形質導入のフローサイトメトリー分析。図１
９Ａ。ＷＴ－１特異的ＴＣＲ　Ｔ細胞は、ＴＡＧ７２レンチウイルスＣＡＲ構築物を用い
て良好に形質導入された（３１．３％陽性、対照における＜０．１％と比較）。図１９Ｂ
。ＷＴ－１特異的ＴＣＲ　Ｔ細胞から形成されたｉＰＳＣ由来ＷＴ－１特異的ＴＣＲ　Ｔ
細胞は、ＴＡＧ７２に加えて非シグナル伝達切断型ＣＤ４７に対する二重特異的ＣＡＲ構
築物を用いて良好に形質導入された（５５％形質導入）；ＴＡＧ７２のみを用いた形質導
入３２％。これらの形質導入Ｔ細胞は、３つの抗がん特異的性を含有した：ＷＴ－１（Ｔ
ＣＲ）；ＴＡＧ７２（ＣＡＲ）；切断型非シグナル伝達ＣＤ４７。
【００７６】
【図２０Ａ－２０Ｉ】ＷＴ－１特異的ＴＣＲ　Ｔ細胞および二重特異的ＴＡＧ７２　ＣＡ
Ｒ／ＷＴ－１　ＴＣＲ　Ｔ細胞の細胞傷害性機能。ＷＴ－１特異的ＴＣＲ　Ｔ細胞および
二重特異的ＴＡＧ７２　ＣＡＲ／ＷＴ－１　ＴＣＲ　Ｔ細胞は、細胞傷害性を評価するた
めに卵巣がん細胞株ＣＡＯＶ４と共に２４時間、単層培養においてインキュベートされた
。２：１の低いエフェクター：標的の比にも関わらず（得られたエフェクターの乏しさか
ら必然的に）、ＷＴ－１　ＴＣＲ　Ｔ細胞での特異的死滅があり、これはＴＡＧ７２　Ｃ
ＡＲを用いた形質導入でさらに増加された。技術は、細胞内のアミンを染色するＡｑｕａ
Ａｍｉｎｅに基づいている。細胞が死んでいるまたは死にかけている場合、易感染性の細
胞膜は、色素を細胞に浸透させ、アミンをより強く染色する。したがって細胞の細胞傷害
性は、細胞性アミンの染色強度の増加によって示される。注意：一部のアミンが細胞表面
に存在することから、生細胞もいくらかの（低いが）陽性染色を生じる。Ａ、Ｄ、Ｇ：Ｃ
ＡＯＶ４がん細胞のみ。Ｂ、Ｅ、Ｈ：ＷＴ－１　ＴＣＲ　Ｔ細胞と共にインキュベートし
たＣＡＯＶ４がん細胞。Ｃ、Ｆ、Ｉ：ＣＡＯＶ４卵巣がん細胞と共にインキュベートした
二重特異的ＴＡＧ７２　ＣＡＲ／ＷＴ－１　ＴＣＲ　Ｔ細胞。Ｄ、Ｅ、Ｆ：ゲーティング
されたＣＤ３－ｖｅ細胞（すなわち、ＣＡＯＶＡ４）でのＡｑｕａＡｍｉｎｅレベル。位
相差画像、Ｇ：がん細胞のみ、Ｈ：がん細胞を伴う非ＣＡＲトランスフェクトＷＴ－１　
ＴＣＲ細胞、およびＩ：がん細胞を伴うＴＡＧ７２トランスフェクトＷＴ－１　ＴＣＲ　
Ｔ細胞。４０×拡大。ＷＴ－１　ＴＣＲ　Ｔ細胞はおよそ１０％死滅を生じる（バックグ
ラウンドを超えて）；ＴＡＧ７２　ＣＡＲ－Ｔ細胞は追加の１０％死滅を生じる（すなわ
ち、バックグラウンドをおよそ２０％超える）。二重抗がん死滅機序は相加的である。
【００７７】
【図２１Ａ】図２１Ａ～２１Ｂ。ｉＰＳのＣＡＲ形質導入。ＭＥＦフィーダー層での成長
５日目。ＣＡＲレンチウイルスとのインキュベーション４日後。ＴＡＧ７２、ＣＤ１９お
よびＧＦＰウイルスのＣＡＲ＋形質導入（緑）は、２０×拡大での明視野画像に重ねられ
た。非形質導入対照は、いかなるＧＦＰシグナルも示さなかった。４×拡大でのｉＰＳＣ
コロニーの画像は、ＭＥＦフィーダー層でのｉＰＳＣコロニーの存在を実証している。各
系において、一部のｉＰＳＣコロニーが自発的に分化し始めたと考えられることが注目さ
れる。形質導入線維芽細胞由来ｉＰＳＣは、図２１Ａに示されている。図２１Ｂは、ＴＡ



(22) JP 6976960 B2 2021.12.8

10

20

30

40

50

Ｇ７２　ＣＡＲを有するＷＴ－１　Ｔ細胞由来ｉＰＳＣの良好な形質導入を実証している
。したがってこれらのｉＰＳＣは、ＷＴ－１　ＴＣＲおよびＴＡＧ７２特異性の両方につ
いて良好にインプリントされた。
【図２１Ｂ】図２１Ａ～２１Ｂ。ｉＰＳのＣＡＲ形質導入。ＭＥＦフィーダー層での成長
５日目。ＣＡＲレンチウイルスとのインキュベーション４日後。ＴＡＧ７２、ＣＤ１９お
よびＧＦＰウイルスのＣＡＲ＋形質導入（緑）は、２０×拡大での明視野画像に重ねられ
た。非形質導入対照は、いかなるＧＦＰシグナルも示さなかった。４×拡大でのｉＰＳＣ
コロニーの画像は、ＭＥＦフィーダー層でのｉＰＳＣコロニーの存在を実証している。各
系において、一部のｉＰＳＣコロニーが自発的に分化し始めたと考えられることが注目さ
れる。形質導入線維芽細胞由来ｉＰＳＣは、図２１Ａに示されている。図２１Ｂは、ＴＡ
Ｇ７２　ＣＡＲを有するＷＴ－１　Ｔ細胞由来ｉＰＳＣの良好な形質導入を実証している
。したがってこれらのｉＰＳＣは、ＷＴ－１　ＴＣＲおよびＴＡＧ７２特異性の両方につ
いて良好にインプリントされた。
【００７８】
【図２２－１】ｉＰＳＣのキメラ抗原受容体形質導入のフローサイトメトリー分析。これ
らのｉＰＳＣは、成体線維芽細胞由来であるが、非選択Ｔ細胞、ＣＤ８＋Ｔ細胞またはが
ん抗原特異的（例えばＷＴ－１）Ｔ細胞を含む任意の由来であってよい。ＴＡＧ７２また
はＣＤ１９によって良好に形質導入された蛍光ｉＰＳＣの集団が明らかにある。非形質導
入対照と比較した形質導入細胞のオーバーレイを図２３に示す。
【図２２－２】ｉＰＳＣのキメラ抗原受容体形質導入のフローサイトメトリー分析。これ
らのｉＰＳＣは、成体線維芽細胞由来であるが、非選択Ｔ細胞、ＣＤ８＋Ｔ細胞またはが
ん抗原特異的（例えばＷＴ－１）Ｔ細胞を含む任意の由来であってよい。ＴＡＧ７２また
はＣＤ１９によって良好に形質導入された蛍光ｉＰＳＣの集団が明らかにある。非形質導
入対照と比較した形質導入細胞のオーバーレイを図２３に示す。
【００７９】
【図２３－１】非形質導入対照細胞（青）を形質導入ｉＰＳＣ培養物（緑）と比較するド
ットプロットのオーバーレイ。ＧＦＰ＋ゲートでの事象は、良好な形質導入を実証し、非
デブリ事象の発生頻度パーセントとして表されている。
【図２３－２】非形質導入対照細胞（青）を形質導入ｉＰＳＣ培養物（緑）と比較するド
ットプロットのオーバーレイ。ＧＦＰ＋ゲートでの事象は、良好な形質導入を実証し、非
デブリ事象の発生頻度パーセントとして表されている。
【００８０】
【図２４】ＦＡＣＳ選別後のＣＡＲ形質導入ｉＰＳＣコロニーの再形成。ＣＡＲ形質導入
ｉＰＳＣは、フローサイトメトリー（ＧＦＰ陽性蛍光）によって単離でき、安定コロニー
を形成するように再播種され得る。
【発明を実施するための形態】
【００８１】
発明の詳細な説明
　本発明は、例えば、目的の抗原決定基に指向されたＴＣＲ特異性を呈するＴ細胞に由来
するｉＰＳＣにＣＡＲカセットをトランスフェクトすることにより２つの別個の抗原決定
基に指向されたＴＣＲ／ＣＡＲ二重発現Ｔ細胞を、一貫してかつ安定して生成できるとい
う決定に一部基づく。後成的記憶の作用によって、このｉＰＳＣから分化したＴ細胞が、
ｉＰＳＣが由来した体細胞性Ｔ細胞のＴＣＲ特異性および別個の抗原決定基に指向された
ＣＡＲの両方を安定して発現することが見出された。追加の抗原決定基に対する特異性は
、細胞にそのような追加の抗原決定基に結合する分子をコードする追加の核酸を導入する
ことによって達成することができる。それによりそのような複数特異性細胞は、現在利用
可能な細胞より有効な治療転帰を提供する。したがってこれらの決定は、新生物状態、ウ
イルス感染、細菌感染または自己免疫性状態など所望されない細胞の集団によって特徴付
けられる任意の疾患状態との関連で使用するための、安定して形質転換された二重抗原特
異的Ｔ細胞、特に細胞傷害性ＣＤ８＋αβＴＣＲ　Ｔ細胞の継続する供給の開発を今や可
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能にした。この発見およびそれに基づく細胞の生成は、そのような状態、特に、転移性疾
患を含めた固形腫瘍または血液がん（例えば、白血病）などの新生物状態を処置すること
を目的とする治療的処置レジメの改善を今や容易にした。
【００８２】
　したがって、本発明の一態様は、遺伝子改変された哺乳動物幹細胞、またはそこから分
化したＴ細胞であって、その細胞が、第１の抗原決定基に指向されているＴＣＲを発現す
るＴ細胞に分化する能力を有し、キメラ抗原受容体をコードする核酸分子を含み、前記受
容体が、第２の抗原決定基に指向されている抗原認識部分を含み、その抗原認識部分が、
Ｔ細胞活性化部分に作動可能に連結されている、細胞を対象とする。一部の実施形態では
、遺伝子改変された哺乳動物幹細胞は、少なくとも１つのホモ接合性ＨＬＡハプロタイプ
を発現する。
【００８３】
　「Ｔ細胞」への言及は、Ｔ細胞受容体を含む任意の細胞への言及と理解されるべきであ
る。この点に関して、Ｔ細胞受容体は、α、β、γまたはδ鎖のうち任意の１つまたは複
数を含むことができる。当業者によって理解されるように、ＮＫＴ細胞もＴ細胞受容体を
発現し、したがって本発明によって二重特異的ＮＫＴ細胞を生成することもできる。本発
明は、任意の特定のサブクラスのＴ細胞に限定することを意図しない、しかし好ましい実
施形態では、対象Ｔ細胞は、α／β　ＴＣＲ二量体を発現する。なおより好ましくは、前
記Ｔ細胞は、ＣＤ４＋ヘルパーＴ細胞、ＣＤ８＋キラーＴ細胞またはＮＫＴ細胞である。
本発明をいずれか１つの理論または作用機序に制限するものではないが、ＣＤ８＋Ｔ細胞
は、細胞傷害性細胞としても公知である。適応免疫系の主要な部分として、ＣＤ８＋Ｔ細
胞は、細胞内環境を走査して、主に、感染した細胞を標的し、破壊する。細胞内内容物に
由来する小さいペプチド断片は、プロセシングされ、ＭＨＣクラスＩ分子との関連で提示
される細胞表面へ運搬される。しかしながら、ウイルス感染に対する応答だけにとどまら
ず、ＣＤ８＋Ｔ細胞は、がんを含めた損傷したまたは異常な細胞を監視し、除去すること
によって追加のレベルの免疫監視も提供する。ＭＨＣ　Ｉに提示されたペプチドのＣＤ８
＋Ｔ細胞認識は、細胞傷害性顆粒もしくはリンホカインの放出またはＦＡＳ／ＦＡＳＬ相
互作用によってアポトーシス経路を活性化して対象細胞の破壊を通常もたらす。他方、Ｃ
Ｄ４＋Ｔ細胞は、ＭＨＣクラスＩＩとの関連で抗原提示細胞によって提示されるペプチド
を一般に認識し、Ｂ細胞および／またはＣＤ８＋Ｔ細胞免疫応答を調節するように設計さ
れたサイトカインの放出をもたらす。したがって、細胞傷害性Ｔ細胞とは異なり、ヘルパ
ーＴ細胞は、がん細胞などの所望されない細胞を直接死滅させない、しかしながら細胞傷
害性Ｔ細胞および／または抗体性クリアランス機構によって死滅される限り、そのような
応答を増大させることができる。
【００８４】
　ナチュラルキラーＴ（ＮＫＴ）細胞は、セミインバリアントＴ細胞受容体（ＴＣＲαβ
）および一般にナチュラルキラー細胞と関連する表面抗原を発現するＴ細胞の専門集団で
ある。ＮＫＴ細胞上のＴＣＲは、ＭＨＣ　Ｉ様分子ＣＤ１ｄによって提示される糖脂質抗
原を認識するという点で別個である。大部分のＮＫＴ細胞は、インバリアントＴＣＲアル
ファ鎖および少数のＴＣＲベータ鎖のうちの一方を発現する。１型ＮＫＴ細胞上に存在す
るＴＣＲは、抗原アルファ－ガラクトシルセラミド（アルファ－ＧａｌＣｅｒ）を認識す
る。この群内で、ＣＤ４＋ＣＤ８－細胞、ＣＤ４－ＣＤ８＋細胞およびＣＤ４－／ＣＤ８
－細胞を含めた区別可能な部分集団が、同定された。２型ＮＫＴ細胞（または、非インバ
リアントＮＫＴ細胞）は、より広範なＴＣＲα鎖を発現し、アルファ－ＧａｌＣｅｒ抗原
を認識しない。ＮＫＴ細胞は、複数の、しばしば反対の効果、例えば炎症を促進するまた
は寛容を含めて免疫抑制を誘導するかのいずれかを持つサイトカインを産生する。その結
果、それらは、抗菌および抗ウイルス免疫応答に寄与し、腫瘍関連免疫監視を促進し、自
己免疫性疾患の発症を阻害または促進することができる。ナチュラルキラー細胞のように
、ＮＫＴ細胞は、パーフォリン、ＦａｓおよびＴＮＦ関連細胞毒性（cytoxicity）を誘導
することもできる。したがって、本発明の遺伝子改変されたＴ細胞への言及は、ＮＫＴ細
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胞への言及を含むと理解されるべきである。
【００８５】
　胸腺に基づくＴ細胞産生は、Ｔ細胞受容体（ＴＣＲ）レパートリーのランダムな生成に
よって特徴付けられるので、胸腺細胞増殖は、自己を攻撃する潜在性を持つ発達中の胸腺
Ｔ細胞を排除または機能的に封じる非常に厳格な選択過程も含まなければならない。した
がって、この「自己寛容」は自己免疫性疾患の潜在性を減少させる。しかしながら、ウイ
ルス誘導性ではないがんが、「自己」の疾患と定義されたならば、必然的に、この過程は
まさしく、がんに対する免疫監視を損なう。これは、腫瘍関連抗原と潜在的に反応性があ
る可能性がある胸腺において生じるＴ細胞の多くが、血液に入る前に排除され得ることを
意味する。少なく見積もっても、それらは数的に不十分であり、おそらく低親和性ＴＣＲ
を発現することになる。
【００８６】
　一実施形態では、遺伝子改変された哺乳動物幹細胞、またはそこから分化したＴ細胞で
あって、その細胞が、第１の抗原決定基に指向されているＴＣＲを発現するＣＤ４＋Ｔ細
胞に分化する能力を有し、キメラ抗原受容体をコードする核酸分子を含み、前記受容体が
、第２の抗原決定基に指向されている抗原認識部分を含み、その抗原認識部分が、Ｔ細胞
活性化部分に作動可能に連結されている、細胞が提供される。一実施形態では、遺伝子改
変された哺乳動物幹細胞は、少なくとも１つのホモ接合性ＨＬＡハプロタイプを発現する
。
【００８７】
　別の実施形態では、遺伝子改変された哺乳動物幹細胞、またはそこから分化したＴ細胞
であって、その細胞が、第１の抗原決定基に指向されているＴＣＲを発現するＣＤ８＋Ｔ
細胞に分化する能力を有し、キメラ抗原受容体をコードする核酸分子を含み、前記受容体
が、第２の抗原決定基に指向されている抗原認識部分を含み、その抗原認識部分が、Ｔ細
胞活性化部分に作動可能に連結されている、細胞が提供される。一実施形態では、遺伝子
改変された哺乳動物幹細胞は、少なくとも１つのホモ接合性ＨＬＡハプロタイプを発現す
る。
【００８８】
　一部の実施形態では、本発明の遺伝子改変された細胞、例えば、遺伝子改変された幹細
胞（ｉＰＳＣまたはＨＳＣなどの）またはＴ細胞は、少なくとも１つのＨＬＡハプロタイ
プについてホモ接合性である。本発明をいずれか１つの理論または作用機序に制限するも
のではないが、主要組織適合複合体（ＭＨＣ）は、一組の細胞表面分子を表し、その主要
な機能は、抗原に由来するペプチド断片を結合し、Ｔ細胞にそれを提示することである。
ＭＨＣ遺伝子ファミリーは、３つのサブグループ：クラスＩ、クラスＩＩおよびクラスＩ
ＩＩに分けられる。クラスＩ　ＭＨＣ分子は、β２サブユニットを発現し、したがってＣ
Ｄ８補助受容体によってしか認識され得ない。クラスＩＩ　ＭＨＣ分子は、β２サブユニ
ットを全く発現せず、したがってＣＤ４補助受容体によって認識され得る。このように、
異なるリンパ球は、異なるＴＣＲ補助受容体を発現するので、ＭＨＣ分子は、どの型のリ
ンパ球が所与の抗原に高親和性で結合できるかを調節する。ＭＨＣクラスＩおよびＩＩに
よって媒介される抗原提示の多様性は、少なくとも３つの方法で獲得される：
　（１）生物のＭＨＣレパートリーは、通常多遺伝子性である（複数の、相互作用する遺
伝子による）；
　（２）ＭＨＣ発現は、共優性である（遺伝性対立遺伝子の両方の組による）；
　（３）ＭＨＣ遺伝子バリアントは、高度に多様性である（種内の生物と生物の間で多様
に異なる）。
【００８９】
　ＭＨＣ分子は、Ｔリンパ球においてＴ細胞受容体およびＣＤ４／ＣＤ８補助受容体の両
方に結合する。ＭＨＣ分子のペプチド結合溝に保持された抗原エピトープは、ＴＣＲの可
変Ｉｇ様ドメインと相互作用して、Ｔ細胞活性化を誘発する。しかしながら、ＭＨＣ分子
は、それ自体が抗原として作用することもでき、外来のＭＨＣを発現する組織または細胞
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のレシピエントにおいて免疫応答を引き起こし、したがって、移植拒絶反応を引き起こす
場合もある。またさらに、免疫適格細胞の移植が、宿主組織の拒絶反応、別名移植片対宿
主病を、実際のところもたらす場合がある。この点に関して、各ヒト細胞は、６つのＭＨ
ＣクラスＩ対立遺伝子（各親から１つのＨＬＡ－Ａ、－Ｂおよび－Ｃ対立遺伝子）および
６つから８つのＭＨＣクラスＩＩ対立遺伝子（各親から１つのＨＬＡ－ＤＰおよび－ＤＱ
、および１つまたは２つのＨＬＡ－ＤＲ、ならびにこれらの組合せ）を発現する。ヒト集
団におけるＭＨＣ変動は高く、ＨＬＡ－Ａ遺伝子の場合少なくとも３５０個の対立遺伝子
、ＨＬＡ－Ｂの場合６２０個の対立遺伝子、ＤＲの場合４００個の対立遺伝子およびＤＱ
の場合９０個の対立遺伝子がある。一卵性双生児でない任意の２つの個体は、異なるＭＨ
Ｃ分子を発現する。
【００９０】
　すべてのＭＨＣ分子は、移植拒絶反応を媒介し得るが、低い多型性を示すＨＬＡ－Ｃお
よびＨＬＡ－ＤＰは、それほど重要でない。移植拒絶反応は、ドナーとレシピエントの間
の細胞表面ＨＬＡレパートリーをできるだけ多く一致させる試みによって最小化すること
ができる。完全な一致は、一卵性双生児の間においてのみ可能である。しかしながら、細
胞上で発現されるＨＬＡ抗原の範囲の１つまたは複数で不適合性を最小化することに基づ
いてドナーを選択することが非常に望ましく、拒絶反応問題を有意に最小化することがで
きる。組織／細胞拒絶反応を管理する通常の方法は、免疫抑制性処置レジメの投与であり
、この方法は、最適レベルの機能性で機能する必要がある遺伝子改変された免疫細胞の投
与に基づく処置レジメとの関連では望ましくないので、このことが、本発明によって解決
される特別な問題である。本発明によると、これは、ｉＰＳＣなどの細胞またはｉＰＳＣ
が由来するＴ細胞などの細胞を利用することによって達成することができ、それら細胞は
、１つまたは複数のＭＨＣハプロタイプに対してホモ接合性であり、目的のＨＬＡ対立遺
伝子は、主要な移植抗原であり、少なくとも５％、少なくとも１０％、少なくとも１５％
、少なくとも１７％、少なくとも２０％またはそれよりも多くの集団など有意な割合の集
団によって好ましくは発現されるものである。ホモ接合性ＨＬＡハプロタイプが、（組織
拒絶反応の観点で）支配的なＭＨＣ　ＩまたはＭＨＣ　ＩＩ　ＨＬＡ型に対応する場合、
そのような細胞の使用は、処置レジメとの関連で本発明の細胞を受ける一層広い集団にお
ける組織拒絶反応にまつわる問題を有意に減少させることになる。本発明に関して、遺伝
子改変された細胞は、１つの細胞性ＨＬＡ抗原に関してホモ接合性であってもよく、また
はそれらは、１つより多いＨＬＡ抗原、例えば、２つ、３つもしくはそれよりも多いＨＬ
Ａ抗原に関してホモ接合性であってもよい。一部の実施形態では、遺伝子改変された細胞
は、例えば、ＨＬＡ　Ａ１、Ｂ８、Ｃ７、ＤＲ１７、ＤＱ２、またはＨＬＡ　Ａ２、Ｂ４
４、Ｃ５、ＤＲ４、ＤＱ８またはＨＬＡ　Ａ３、Ｂ７、Ｃ７、ＤＲ１５、ＤＱ６を含む表
１に挙げた抗原から選択される１つのＨＬＡ抗原に関してホモ接合性である。一部の実施
形態では、遺伝子改変された細胞は、例えば、ＨＬＡ　Ａ１、Ｂ８、Ｃ７、ＤＲ１７、Ｄ
Ｑ２、または、ＨＬＡ　Ａ２、Ｂ４４、Ｃ５、ＤＲ４、ＤＱ８またはＨＬＡ　Ａ３、Ｂ７
、Ｃ７、ＤＲ１５、ＤＱ６を含む表１に挙げた抗原から選択される２つまたはそれよりも
多いＨＬＡ抗原に関してホモ接合性である。
【００９１】
　したがって用語「ＨＬＡ－型」は、個体の細胞に存在するＨＬＡ抗原の補体のことを指
すと理解されるべきである。
【００９２】
　ｉＰＳＣを生成するのに使用する適切なホモ接合性ＨＬＡ　Ｔ細胞を得ることは、任意
の適切な方法、例えば、集団をスクリーニングして（血液バンクによってなど）ＨＬＡホ
モ接合体を発現している個体を同定するステップと、次いで目的のＴＣＲ特異性を呈する
個体からＴ細胞をスクリーニングするステップとを含む方法によって達成することができ
る。これらの通常は非常に希少なＴ細胞は、そのＴＣＲが認識する特異的抗原性ペプチド
によって選択的に刺激され、頻度が大いに増加され得る（例えば、＜０．０００１から０
．２）。
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【００９３】
　所与の目的の集団全体でドナー－レシピエントＨＬＡミスマッチを最小化し、それによ
ってドナーバンクの生成を可能にするこという観点で有意な情報は、ホモ接合性ハプロタ
イプの同定および実用性について記述する公開文献において広く利用可能であることは当
業者により認められよう。例えばPappasら（２０１５年）を参照のこと。一例において、
表１は、最小のミスマッチを与えるＵＫ集団の割合と比較して最も高く順位付けされた１
５個のホモ接合性ＨＬＡハプロタイプを同定する。挙げられたホモ接合性ＨＬＡハプロタ
イプの最初の８つは、集団の４９％と適合性がある。さらなる例が、人種的に異なるカリ
フォルニア集団と適合性がある順位付けされたハプロタイプの最初の１０個を詳述する表
２に概説される。表２は、黒人またはアフリカ系アメリカ人、アジア人および太平洋諸島
系、白人、ヒスパニックおよびアメリカ原住民およびアラスカ原住民を含めた亜集団の一
致頻度を含む。なおさらに、表３は、北中国集団においてＨＬＡ－Ａ－Ｂ－ＤＲ、Ａ－Ｂ
、Ａ－ＤＲおよびＢ－ＤＲについて頻度が最も高いハプロタイプ５０個を概説する。当業
者は、表３に図示されるデータを使用して、北中国人集団に対して最小のミスマッチを提
供する一組のホモ接合性ハプロタイプを定義できると理解すると認められよう。
【００９４】
【表１】
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【表２】

【００９６】
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【表３－３】

【００９７】
　上で詳述した通り、本発明は、幹細胞を、一貫してかつ安定に操作して、二重Ｔ細胞お
よび複数の別個の抗原に指向されているキメラ抗原受容体を発現させ、それによって、現
在利用可能な治療的細胞処置レジメにおいて使用される細胞より治療的に有効なＴ細胞の
継続する供給を提供することができるという決定に基づく。この点に関して、「幹細胞」
への言及は、特定の遺伝子構成を与える複数系列の方向に発達し、したがって、新たな生
物を形成するまたは生物の組織もしくは細胞集団を再生する潜在的能力を呈する任意の細
胞への言及と理解されるべきである。本発明によって利用される幹細胞は、２つまたはそ
れよりも多い系列へ分化する能力を有する任意の適切な型であることができ、胚性幹細胞
、成体幹細胞、臍帯幹細胞、造血幹細胞（ＨＳＣ）、全能性細胞、プロジェニター細胞、
前駆細胞、多能性細胞、多分化能細胞または脱分化した体細胞性細胞（人工多能性幹細胞
など）があるが、これに限定されない。「全能性」は、対象幹細胞が自己新生できること
を意味する。「多能性」は、対象幹細胞が分化して、とりわけ、外胚葉、内胚葉および中
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胚葉である、３つの胚葉のうち任意の１つの細胞を形成することができることを意味する
。
【００９８】
　特定の一実施形態では、対象幹細胞は、人工多能性幹細胞（ｉＰＳＣ）である。本発明
をいずれか１つの理論または作用機序に制限するものではないが、成体幹細胞の増大は、
非対称な幹細胞分裂の発生に基づいて幹細胞新生と特定の体細胞性細胞系列への分化の両
方を成すとは限らない。特に、多能性幹細胞は、多系列潜在性段階への転換に誘導される
Ｔ細胞から供給され得る。成体細胞の脱分化を可能にする技術の発達は、特にｉｎ　ｖｉ
ｔｒｏでの幹細胞新生および増大を誘導することの困難さのため、有意に重要なものであ
る。
【００９９】
　この実施形態によると、したがって、遺伝子改変された哺乳動物幹細胞、またはそこか
ら分化したＴ細胞であって、幹細胞が、ｉＰＳＣであり、第１の抗原決定基に指向されて
いるＴＣＲを発現するＴ細胞に分化する能力を有し、キメラ抗原受容体をコードする核酸
分子を含み、前記受容体が、第２の抗原決定基に指向されている抗原認識部分を含み、抗
原認識部分が、Ｔ細胞活性化部分に作動可能に連結されている、細胞が提供される。一実
施形態では、遺伝子改変された哺乳動物のｉＰＳＣは、少なくとも１つのホモ接合性ＨＬ
Ａハプロタイプを発現する。
【０１００】
　ｉＰＳＣは、通常体細胞性細胞から直接生成されるが、本発明がこの点に限定されない
ことは理解されるべきである。すなわち、対象ｉＰＳＣは、最終分化していない細胞から
生成することができ；実際、ｉＰＳＣは、例えば、血液由来単核細胞および皮膚細胞を含
めたどんな有核細胞からでも原理的には誘導され得る。例えば、本発明の一実施形態との
関連では、対象ｉＰＳＣは、十分に分化したＴ細胞から生成することができ、または胸腺
細胞などの前駆体Ｔ細胞から生成することができる。対象胸腺細胞が、そのＴＣＲを再編
成し、本発明との関連で目的の抗原特異性を呈する限り、この細胞からｉＰＳＣを生成し
ようとすることができる。例えば、問題の特定のＴＣＲ再編成が、胸腺細胞増殖の間に選
択されると予想できる場合に、これが該当し得る。腫瘍細胞または自己反応性細胞に対す
る免疫応答性と関連する複雑化要因の１つは、この状況において、免疫系が、免疫応答を
自己細胞、したがって自己抗原に指向させる必要があることが当業者に認められよう。そ
のような免疫細胞は、胸腺におけるＴリンパ球分化の間に通常選択されて、自己免疫性疾
患の発症の見込みを最小化する。新生物および自己免疫性状態との関連では、しかしなが
ら、所望されない細胞は、自己細胞であり、したがって、標的しようとすることができる
細胞表面抗原は、自己抗原であることになる。本発明を決して限定するものではないが、
後により詳細に論じるように、複数の別個の抗原決定基に指向されたＴＣＲ／ＣＡＲ発現
Ｔ細胞を生成するためにｉＰＳＣを使用することの利点の１つは、後成的記憶作用が、ｉ
ＰＳＣが導き出されたＴ細胞と同じ抗原に指向されているＴＣＲを発現する機能的Ｔ細胞
へのｉＰＳＣの分化を強化し得ることが決定されたということである。しかし、ｉＰＳＣ
が導き出された特定のＴＣＲ発現細胞の選択に関して、自己抗原に指向された機能的ＴＣ
Ｒを発現するＴ細胞が、胸腺細胞増殖の間に選択され得たので、十分に分化した適切なＴ
細胞を同定することは困難であり得る。したがって、目的のＴＣＲ再編成を発現し、まだ
負の選択を受けて潜在的自己反応性細胞を除去されていない胸腺細胞をスクリーニングす
ることが一層可能になり得た。
【０１０１】
　別の実施形態では、ｉＰＳＣは、第１の抗原決定基（例えば、腫瘍抗原決定基）に指向
されたＴＣＲ（再編成されたＴＣＲ遺伝子など）をコードする１つまたは複数の核酸分子
でトランスフェクトされる。
【０１０２】
　さらに別の実施形態では、対象幹細胞は、造血幹細胞（ＨＳＣ）である。造血幹細胞（
ＨＳＣ）は、血液生成の過程を通してリンパおよび骨髄性系列のすべての血液細胞を生じ
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る幹細胞のことを指す。ＨＳＣは、中胚葉に由来し、成人骨髄、末梢血および臍帯血中に
見出すことができる。ＨＳＣは、確立された技術によって骨髄、末梢血および臍帯血から
採取することができ、ＣＤ３４＋発現と一般に関連する。一部の実施形態では、ヒトＨＳ
Ｃは、ＣＤ３４＋ＣＤ３８－ＣＤ９０＋ＣＤ４５ＲＡ－であると定義することができる（
Reinischら（２０１５年）を参照のこと）。ＨＳＣを、遺伝子改変し、例えば、第１の抗
原決定基に指向されたＴＣＲをコードする１つまたは複数の核酸でトランスフェクトし、
次いでその後Ｔ細胞に分化するように指向させることができる。１つまたは複数のＣＡＲ
をコードする核酸、任意選択で１つまたは複数のドッキング抗原結合受容体をコードする
核酸は、Ｔ細胞へのＨＳＣの分化前後にＨＳＣに導入され得る。
【０１０３】
　したがって「Ｔ細胞受容体」（ＴＣＲ）への言及は、ＭＨＣによって提示されるペプチ
ドを認識するＴ細胞またはＮＫＴ細胞の表面に見出されるヘテロ二量体への言及と理解さ
れるべきである。特に、ＣＤ４＋Ｔ細胞が、ＭＨＣクラスＩＩとの関連で提示されたペプ
チドを認識するのに対し、ＣＤ８＋Ｔ細胞は、ＭＨＣクラスＩとの関連で提示されたペプ
チドを認識する。本発明をいずれか１つの理論または作用機序に制限するものではないが
、ヒトＴ細胞の大多数において、ＴＣＲは、αおよびβ鎖を含み、一方で、少数の細胞の
集団は、γδヘテロ二量体を含むＴＣＲを発現する。ＴＣＲは、ジスルフィド連結され、
膜に固定されているヘテロ二量体タンパク質である。γ、δ、αおよびβ鎖は、２つの細
胞外ドメイン：可変（Ｖ）領域および定常（Ｃ）領域で構成され、それら領域は両方とも
、免疫グロブリンスーパーファミリーの部分を形成し、折りたたんで逆平行β－シートを
形成する。定常領域は、細胞膜に隣接し、膜貫通領域および短い細胞質テールがそれに続
き、一方で可変領域は、ペプチド／ＭＨＣ複合体に結合する。
【０１０４】
　ＴＣＲα鎖およびβ鎖の可変ドメインは、３つの超可変または相補性決定領域（ＣＤＲ
）をそれぞれ発現するが、β鎖の可変領域は、通常は抗原に接触せず、したがって、ＣＤ
Ｒとは考えられない超可変性（ＨＶ４）の追加のエリアを有する。ＴＣＲ多様性を生成す
る過程は、ＲＡＧ１およびＲＡＧ２リコンビナーゼを使用する体細胞性Ｖ（Ｄ）Ｊ組換え
またはシチジンデアミナーゼを使用する遺伝子変換のいずれかによる、前駆体Ｔ細胞にお
いてＤＮＡにコードされているセグメントの遺伝的組換えに主に基づく。組み換えられた
ＴＣＲはそれぞれ、αβ　Ｔ細胞の場合にはαおよびβ鎖、またはγδ　Ｔ細胞の場合に
はγおよびδ鎖によって形成される抗原結合部位の構造によって決定される別個の抗原特
異性を保有する。ＴＣＲ　α鎖は、ＶＪ組換えによって生成されるが、β鎖は、ＶＤＪ組
換えによって生成される。同様に、ＴＣＲ　γ鎖の生成はＶＪ組換えを含むが、ＴＣＲ　
δ鎖の生成はＶＤＪ組換えによって起こる。これらの特定の領域（αまたはγ鎖に対する
ＶおよびＪ；βおよびδ鎖に対するＶ、ＤおよびＪ）の交差は、ペプチド／ＭＨＣ認識に
重要なＣＤＲ３領域に対応する。それは、この領域におけるセグメントの別個の組合せで
あり、パリンドロームおよびランダムなヌクレオチド付加とならんで、プロセシングされ
た抗原性ペプチドに対するＴ細胞受容体特異性のさらにより大きな多様性の主因である。
【０１０５】
　したがって、抗原決定基に「指向されている」ＴＣＲへの言及は、再編成を受け、抗原
決定基、好ましくは自己（特に自己がん）抗原決定基に対する特異性を呈するＴＣＲへの
言及と理解されるべきである。
【０１０６】
　一実施形態では、ｉＰＳＣは、再編成されたＴＣＲ、好ましくは再編成されたαβ　Ｔ
ＣＲを発現する細胞に由来する。本発明のｉＰＳＣの生成に使用するのに適した細胞の例
には、ＣＤ４＋Ｔ細胞、ＣＤ８＋Ｔ細胞、ＮＫＴ細胞、胸腺細胞または前駆体Ｔ細胞の他
の形状があるが、これに限定されない。別の実施形態では、前記細胞は再編成されたγδ
　ＴＣＲを発現する。
【０１０７】
　したがって遺伝子改変された哺乳動物のｉＰＳＣもしくはＨＳＣまたはそこから分化し
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たＴ細胞であって、ｉＰＳＣまたはＨＳＣが、第１の抗原決定基に指向されているＴＣＲ
を発現するＴ細胞に分化する能力を有し、ＴＣＲ遺伝子が、再編成を受けた細胞に由来し
、または前記再編成された遺伝子で変換され、キメラ抗原受容体をコードする核酸分子を
含み、前記受容体が、第２の抗原決定基に指向されている抗原認識部分を含み、抗原認識
部分が、Ｔ細胞活性化部分に作動可能に連結されている、細胞を提供する。いくつかの実
施形態では、遺伝子改変された哺乳動物のｉＰＳＣまたはＨＳＣは、少なくとも１つのホ
モ接合性ＨＬＡハプロタイプを発現する。
【０１０８】
　一実施形態では、前記ｉＰＳＣは、Ｔ細胞または胸腺細胞に由来する。
【０１０９】
　別の実施形態では、前記ｉＰＳＣは、αβＴＣＲを発現するＴ細胞または胸腺細胞に由
来する。
【０１１０】
　さらに別の実施形態では、前記ｉＰＳＣは、γδＴＣＲを発現するＴ細胞または胸腺細
胞に由来する。
【０１１１】
　対象幹細胞は、処置の対象である個体から新鮮分離されてもよく、あるいは個体もしく
は別の供給源からいくらか早い時点で単離された細胞の培養（例えば、細胞数が増大され
たおよび／または細胞が分化シグナルに受容的になるように培養された）または凍結貯蔵
物など新鮮でない供給源から供給されてもよい。対象細胞が、分化を受ける前に、それだ
けには限らないが精製、細胞周期状態の改変または胚性幹細胞株などの細胞株の形成など
他のなんらかの形の処置もしくは操作を受けてもよいことも理解されるべきである。した
がって、対象細胞は初代細胞または２次細胞であることができる。初代細胞は、個体から
単離されたものである。２次細胞とは、その単離後に、本発明の方法を適用する前に、胚
性幹細胞株の調製などなんらかの形のｉｎ　ｖｉｔｒｏ操作を受けたものである。
【０１１２】
　本発明の幹細胞がｉＰＳＣである限り、ｉＰＳＣを生成するための方法は当業者に周知
である。この点に関して、および上で詳述した通り、ｉＰＳＣは、体細胞性細胞などより
成熟した細胞型に由来し、多能性段階に転換／脱分化した細胞である。
【０１１３】
　本発明をいずれか１つの理論または作用機序に制限するものではないが、ｉＰＳＣは、
体細胞性細胞型に多能性関連の遺伝子の特定の組または「リプログラミング因子」を導入
することによって導き出すことができる。リプログラミング因子の最も一般的に使用され
る組（Ｙａｍａｎａｋａ因子としても公知である）は、遺伝子Ｏｃｔ４（Ｐｏｕ５ｆ１）
、Ｓｏｘ２、ｃＭｙｃおよびＫｌｆ４である。転写因子をコードするこれらの４つの特定
の遺伝子のトランスフェクションが、ヒト成人細胞を多能性細胞に変換することが２００
６年にＹａｍａｎａｋａによって示された。この組合せがｉＰＳＣを産生するために使用
される最も通常の組合せであるが、因子のそれぞれは、関連する転写因子、ｍｉＲＮＡ、
小分子または系列特定因子などの非関連遺伝子によって機能的に置き換えることができる
。例えば、ｉＰＳＣの誘導は、レトロウイルス系を使用するＯｃｔ３／４、Ｓｏｘ２、Ｋ
ｌｆ４およびｃＭｙｃのトランスフェクション後に達成され、同様にレンチウイルス系を
使用するＯｃｔ４、Ｓｏｘ２、ＮａｎｏｇおよびＬｉｎ２８のトランスフェクションによ
っても達成された。前の組の転写因子は、Ｙａｍａｎａｋａ因子として公知であり、後者
はＴｈｏｍｓｏｎ因子として一般に公知である。当業者に認められるように、基本的なリ
プログラミング因子発現ベクターに対して広範囲にわたる改変がなされ、送達の新たな機
序が設計されて効率が増加され、そうしないと再プログラムされたｉＰＳＣゲノムに組み
込まれるおそれがあるベクター配列が最小化または除去された。これらの方法は当業者に
周知であり：
　（ｉ）Ｃｒｅ－Ｌｏｘに媒介される導入遺伝子切除を含む単一カセットリプログラミン
グベクター；
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　（ｉｉ）アデノウイルスまたはセンダイウイルスなどの非組み込み型ウイルスによるリ
プログラミングがあるが、これに限定されない。別法として、タンパク質としてのリプロ
グラミング因子の発現は、生殖細胞系に導入されるベクターＤＮＡの組み込みを受けない
ｉＰＳＣを生成する手段を提供する。
【０１１４】
　ウイルス性ではないリプログラミング方法も、開発された。これらには、これに限定さ
れないが、
　（ｉ）ｍＲＮＡトランスフェクション－ｍＲＮＡとしてリプログラミング因子を発現す
る能力は、ウイルスベクターの染色体組み込みが起こらないｉＰＳＣを作製する方法を提
供する。Ｗａｒｒｅｎらは、ｍＲＮＡを転写して、効率的にリプログラミング因子を発現
させる（Warrenら（２０１０年））。Ｙａｍａｎａｋａリプログラミング因子プロトコー
ルにＬｉｎ２８を加え、５％　Ｏ２で培養し、細胞培養培地にバルプロ酸を含めることに
より、効率を増加させることができる。リプログラミング因子ｍＲＮＡは市販されている
。
　（ｉｉ）ｍｉＲＮＡ感染／トランスフェクション－いくつかのｍｉＲＮＡクラスターは
、胚性幹細胞において強く発現される。成熟ｍｉＲ－３０２ｂおよび／またはｍｉＲ－３
７２＋４つのレンチウイルスＹａｍａｎａｋａ因子の合成模倣体が、ＭＲＣ５およびＢＪ
－１線維芽細胞に添加される場合、４つのレンチウイルス因子単独と比較してリプログラ
ミング効率に１０倍から１５倍の増加がある（Subramanyamら（２０１１年））。ある特
定のｍｉＲＮＡが、Ｙａｍａｎａｋａ因子なしで、高効率で細胞をリプログラムできるこ
とも見出された。
　（ｉｉｉ）ＰｉｇｇｙＢａｃ－ＰｉｇｇｙＢａｃは、トランスポーゼースの存在下で染
色体ＴＴＡＡ部位に組み込まれ、トランスポーゼースの再発現によりその後ゲノムから切
除され得る可動性遺伝的エレメント（トランスポゾン）である。ｐｉｇｇｙＢａｃベクタ
ーにクローニングし、ＭＥＦに共トランスフェクトした場合、Ｙａｍａｎａｋａ因子は、
トランスフェクション後１４から２５日で細胞をリプログラムすることができる（Kajiら
（２００９年）；Woltjenら（２００９年））。ｐｉｇｇｙＢａｃベクターは、トランス
ポーゼースの再発現によりｉＰＳＣから切除され得る。
　（ｉｖ）小環状ベクター－小環状ベクターは、真核生物プロモーターおよび発現される
ことになるｃＤＮＡだけを含有する最小のベクターである。ヒト脂肪間質細胞において発
現されるＬｉｎ２８、ＧＦＰ、Ｎａｎｏｇ、Ｓｏｘ２およびＯｃｔ４小環状ベクターは、
細胞をリプログラムすることができる（Narsinhら（２０１１年））。
　（ｖ）エピソーム性プラスミド－エピソーム性プラスミドとしてのリプログラミング因
子の一過性の発現は、ｉＰＳＣの生成を可能にする。例えばｏｒｉＰ／ＥＢＮＡベクター
は、１つのカセット中のＹａｍａｎａｋａ因子＋Ｌｉｎ２８で構築することができ、別の
ｏｒｉＰ／ＥＢＮＡベクターは、ＳＶ４０ラージＴ抗原を含有する（Chuoら（２０１１年
））。これらのベクターは、酪酸ナトリウムで補充された培地中でＣＤ３４＋臍帯血、末
梢血および骨単核細胞において発現され、１４日目にｉＰＳＣコロニーを得られることが
示された。トランスフェクトされたプラスミドは、最終的に失われる
が含まれる。
【０１１５】
　別の態様では、当業者は、細胞のプログラミング効率を増強させることが公知の補助的
方法にも精通している。例えば、同じ方法を使用する場合でも、細胞間でｉＰＳＣ効率に
変動があり得る。様々な小分子が、リプログラミング効率を増強させることが示されてき
た（表４）。
【０１１６】
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【表４】

【０１１７】
　いくつかの公知の機構により、これらの分子は、ヒストン脱アセチル化の阻害（Maliら
（２０１０年）；Huangfuら（２００８年））ＴＧＦβおよびＭＥＫシグナル伝達経路の
遮断（Linら（２００９年）；Ichidaら（２００９年））、後成的修飾因子の機能の増強
（Estebanら（２０１０年））、ＲＯＣＫ経路の阻害（Noggleら（２０１１年））ならび
に解糖の誘導（Zhuら（２０１０年））を含めたリプログラミングを容易にすることが可
能になる。これら小分子の１つ、ヒストン脱アセチル化酵素阻害剤であるバルプロ酸およ
び酪酸ナトリウムは、リプログラミングプロトコールにおいて最も一般的に使用される。
また、リプログラミング過程における５％酸素中での細胞の培養が、ｉＰＳＣ誘起の効率
を増加させ得ることは注目すべきである（Yoshidaら（２００９年））。リプログラムが
特に困難な細胞の場合、小分子の添加および低酸素状態での培養が、改善を生むことがあ
る。別の選択肢は、胚性幹細胞馴化培地（ＥＳＣＭ）を使用して、内在性リプログラミン
グ因子の発現を誘導することである（Balasubramanianら（２００９年））。効率は、バ
ルプロ酸の添加によりさらに改善することができる。そのような戦略を使用して、外因的
に導入されたリプログラミング因子の能力を増強させ、それによりリプログラミング効率
を増加させることもできる。
【０１１８】
　本発明の幹細胞がＨＳＣである限り、ＨＳＣを生成または調製するための方法は当業者
に周知である。ＨＳＣは、骨髄からの直接の摘出によってまたはＨＳＣが、例えば、ＧＭ
－ＣＳＦなど特定の分子による処置の後に骨髄から放出された後に血液から得ることがで
きる。次いでＨＳＣは、ＣＤ３４の原形質膜発現のため、例えば抗ＣＤ３４でコーティン
グされた磁気ビーズまたは蛍光抗ＣＤ３４で標識した後のフローサイトメトリーによる細
胞選別によって精製することができる。そうして精製されたこれらのＨＳＣは、実施例３
および図３から１０を含めて概説されるＯＰ９／ＯＰ９　ＤＬ－Ｌ１系を使用してＴ細胞
分化に誘導することができる。
【０１１９】
　抗原決定基に指向されているＴＣＲを発現するＴ細胞に分化する「能力を有する」対象
幹細胞、特にｉＰＳＣまたはＨＳＣへの言及は、対象ＴＣＲ遺伝子を転写および翻訳し、
次いで細胞表面における機能的受容体としてＴＣＲヘテロ二量体を組み立てるかまたはそ
うする能力があるいずれかの細胞への言及と理解されるべきである。当業者によって認め
られるように、大部分の状況において、ｉＰＳＣなどの幹細胞は、その未分化型において
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、ＴＣＲを発現しないことになる。Ｔ細胞系列に沿って指向された分化が一旦誘導された
ら、ＴＣＲ発現が起こると一般に予想される。一実施形態では、細胞は、ＣＡＲ遺伝子改
変の有りまたはなしで、機能的ＴＣＲを発現するＴ細胞に分化するように誘導することが
できる。特定の特異性のＴＣＲを発現する細胞の能力が、任意の適当な手段によって可能
になり得ることは理解されるべきである。例えば、細胞は、発現されると会合してＴＣＲ
ヘテロ二量体を形成することになる２つのＴＣＲ鎖（例えば、αおよびβ鎖）をコードす
る遺伝子でトランスフェクトされてもよい。別法として、また本発明の好ましい実施形態
との関連で、本発明の幹細胞は、ＴＣＲ遺伝子が再編成されたＴ細胞、胸腺細胞または他
の細胞から生成されたものである。そのような細胞から生成されたｉＰＳＣは、適当な細
胞培養条件下でＣＤ４＋またはＣＤ８＋Ｔ細胞に分化するよう指向された場合、ｉＰＳＣ
が導き出された体細胞性Ｔ細胞と同じＴＣＲ抗原特異性を発現することになると決定され
た。なおさらに重要なことに、また後により詳細に論じるように、１つもしくは複数のＣ
ＡＲ、または抗原／ＭＨＣクラスＩ特異的ＴＣＲのαおよびβ鎖をコードする１つもしく
は複数の核酸によるｉＰＳＣもしくＨＳＣのトランスフェクションのありもしくはなしで
、そこから分化したＴ細胞は、機能的ＴＣＲおよび１つまたは複数のＣＡＲ（および任意
選択で１つまたは複数の抗原結合受容体）の両方を安定して発現する能力を有し、したが
って２つまたはそれよりも多い別個の抗原決定基に指向されることが決定された。したが
って、ｉＰＳＣまたはＨＳＣに適当な分化シグナルを与える場合に起こることになるとい
う前提で、そのような幹細胞はＴ細胞に分化し、必要なＴＣＲを発現する「能力がある」
と考えられる。この点に関して、ＴＣＲ遺伝子の再編成は、全体に独立したゲノム事象で
あるので、ｉＰＳＣを生成するためのＴ細胞部分集団の選択は、分化を指向されたｉＰＳ
Ｃによって最終的に産生されようとするＴ細胞部分集団と必ずしも同一である必要はない
。例えば、適当なＴＣＲ特異性を呈するＣＤ４＋Ｔ細胞を選択して、ｉＰＳＣを生成する
ことができる。しかしながら、そのｉＰＳＣが一旦生成されたら、当業者はＣＤ８＋Ｔ細
胞へのｉＰＳＣの分化を指向しようとすることができる。この場合、後成的記憶によって
、新たに生成されたＣＤ８＋Ｔ細胞は、ＣＤ８＋Ｔ細胞の機能性を呈することになるが、
ＴＣＲ特異性は、ｉＰＳＣが導き出されたＣＤ４＋Ｔ細胞のそれであることになる。逆も
、また真である。
【０１２０】
　Ｔ細胞などの体細胞性細胞の、ｉＰＳＣなどの多系列潜在性表現型への「転換」を誘導
することへの言及は、本明細書において定義される型の多系列（多能性）表現型へ体細胞
性表現型を変化させるのに必要な遺伝的、形態的および／または機能的変化を誘導するこ
とへの言及と理解されるべきである。
【０１２１】
　ＴＣＲをコードするＤＮＡによる細胞のトランスフェクションによってＴＣＲを産生す
る能力を有するｉＰＳＣを提供することを選び得る限り、このトランスフェクションは、
本発明のｉＰＳＣの生成前、ｉＰＳＣの生成後など任意の時点で起こり得、またはＣＡＲ
トランスフェクションと同時に起こり得ると認められよう。
【０１２２】
　上で詳述した通り、体細胞性細胞、特にＴ細胞または胸腺細胞は、幹細胞、すなわち多
系列分化潜在性の機能的段階への転換に誘導され得る。したがって、「多系列分化潜在性
」または「多系列潜在性」を呈する細胞への言及は、１つより多い体細胞性分化経路に沿
って発達する潜在的能力を呈する細胞への言及と理解されるべきである。例えば、細胞は
、限られた範囲の体細胞性細胞型を生成する能力を有することができ、そのような細胞は
、多能性または複数性であると通常呼ばれる。これらの細胞は、全能性細胞よりも限られ
た範囲の系列に拘束する潜在性を呈し、後者は、すべての体細胞性系列および配偶子を含
めた本質的に可能なあらゆる分化方向に発達することができる細胞である。
【０１２３】
　「プロジェニター」細胞または「前駆体」細胞と古典的に称される細胞は、適当な刺激
条件下で、１つより多い体細胞性系列の細胞を生じ得るという前提で、「多系列分化潜在
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性」の定義の範囲に含まれる。「幹細胞」への言及が、本発明の方法によって生成される
細胞に関して本明細書において行われる限り、これは、本明細書において定義した多系列
分化潜在性を呈する細胞への言及と理解されるべきである。
【０１２４】
　本発明に関して、対象幹細胞の重要な特徴は、細胞が呈する多系列分化潜在性が、Ｔ細
胞に分化し、目的の抗原に対する特異性を呈するＴＣＲを発現する能力を含むことである
ことは理解されるべきである。ＴＣＲ特異性が、幹細胞が生成される前または後に誘導さ
れる（目的のＴＣＲをコードするＤＮＡによる幹細胞のトランスフェクションによってな
ど）かどうかは無関係である。本明細書において請求される幹細胞が、いつ、どのように
その素質が導入されたかに関係なく、必要な分化潜在性を呈するすべての幹細胞を包含す
ることは理解されるべきである。またさらに、対象幹細胞が全能性である必要がないこと
も理解されるべきである。ただし、それらが１つより多い体細胞性細胞系列に沿って分化
する能力を呈する場合に、これらの系列の１つがＴ細胞系列であるならば、前記細胞は本
発明の範囲に含まれる。
【０１２５】
　上で詳述した通り、本発明により提供される幹細胞は、遺伝子改変されている。「遺伝
子改変された」は、対象細胞が、対応する改変されていない細胞との関連で観察される細
胞と比較してなんらかの形の分子操作の結果得られるということを意味する。本発明との
関連では、対象幹細胞は、キメラ抗原受容体をコードする核酸分子を含み、任意選択で抗
原結合受容体をコードする核酸分子をさらに含む。本明細書に開示するように、キメラ抗
原受容体か抗原結合受容体かに関わらず、受容体をコードする核酸は、ｉＰＳＣもしくは
ＨＳＣなどの幹細胞、または幹細胞が導き出された細胞（例えば、Ｔ細胞）に導入され得
；両方の事例において、受容体コードする核酸を含む得られた幹細胞は、本明細書におい
て遺伝子改変された幹細胞であるとみなされる。遺伝子改変された幹細胞から分化したＴ
細胞、および遺伝子操作されたＣＡＲまたは抗原結合受容体をコードする核酸を含有する
ように操作されたＴ細胞も、本明細書において遺伝子改変されたＴ細胞とみなされる。
【０１２６】
　「核酸分子」への言及は、デオキシリボ核酸およびそのリボ核酸への言及と理解される
べきである。対象核酸分子は、任意の適切な核酸分子の形態、例えば、ゲノム、ｃＤＮＡ
またはリボ核酸分子であることができる。このため、用語「発現」とは、ペプチド、ポリ
ペプチドもしくはタンパク質の合成をもたらすＤＮＡの転写および翻訳またはＲＮＡの翻
訳のことを指す。ＤＮＡ構築物は、例えば以降の発現のために細胞にトランスフェクトさ
れ得る構築物に対応し、一方ＲＮＡ構築物の例は、ＤＮＡ構築物から転写されるＲＮＡ分
子であり、ＲＮＡ構築物は、目的のタンパク質を生成するのに翻訳しか必要としない。「
発現産物」への言及は、核酸分子の転写および翻訳から産生される産物への言及である。
【０１２７】
　「キメラ抗原受容体」（別名「人工Ｔ細胞受容体」、「キメラＴ細胞受容体」および「
キメラ免疫受容体」）への言及は、免疫エフェクター細胞上に抗原結合部分をグラフトす
る操作された受容体への言及と理解されるべきである。一般に、これらの受容体は、Ｔ細
胞にモノクローナル抗体の特異性をグラフトするために使用され；そのコード配列のトラ
ンスフェクションは、レトロウイルスベクターによって容易になる。より具体的には、本
発明を決して限定するものではないが、最も一般的なこれらの分子は、モノクローナル抗
体に由来し、膜貫通ＣＤ３ゼータ鎖およびエンドドメインに融合される単鎖可変断片（ｓ
ｃＦｖ）の融合体である。そのような分子は、その標的のｓｃＦｖによる認識に応答して
ＣＤ３ゼータ鎖シグナルを伝送する。Ｔ細胞がこのキメラ分子を発現する場合、その細胞
は、ｓｃＦｖが指向された抗原を発現する標的細胞を認識し、死滅させる。例えば、悪性
Ｂ細胞を標的するために、Ｔ細胞の特異性は、Ｂ系列分子であるＣＤ１９に対して特異的
なキメラ免疫受容体を使用して再指向された。
【０１２８】
　免疫グロブリン重鎖および軽鎖の可変部分は、可動性リンカーによって一般に融合され
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て、ｓｃＦｖを形成する。このｓｃＦｖは通常、初期のタンパク質を小胞体に指向させ、
その後表面発現させるためのシグナルペプチドの後にあり、シグナルペプチドは、最終的
に切断される。可動性スペーサーは、ｓｃＦｖを異なる方向に向かせて、抗原結合を可能
にする。膜貫通ドメインは一般に、細胞内に突き出ており、所望のシグナルを送るシグナ
ル伝達エンドドメインの元来の分子に通常由来する典型的な疎水性アルファヘリックスで
ある。したがって、「抗原認識部分」への言及は、目的の抗原決定基を認識し、それに結
合する受容体の細胞外部分、すなわち標的特異的結合エレメントへの言及と理解されるべ
きである。抗原認識ドメインは、通常ｓｃＦｖである。しかしながら、他の多くの選択肢
がある。例えば、天然のＴ細胞受容体（ＴＣＲ）アルファおよびベータ一本鎖からの抗原
認識部分は、単純な外部ドメイン（例えば、ＨＩＶ感染細胞を認識するためのＣＤ４外部
ドメイン）および連結されたサイトカインなど他の認識成分（サイトカイン受容体を保有
する細胞の認識をもたらす）を有するので、この部分も使用された。実際に、充分高い親
和性で所与の標的を結合する任意の部分を、抗原認識ドメインとして使用することができ
る。そのような分子は当業者に周知であり、使用するのに適当な分子を選択することは、
当業者には周知であろう。キメラ抗原受容体、特に細胞外ドメインを設計するという点で
、当業者は、効果的な発現または機能化を実施するという点で有用な追加部分を含めるこ
とができる。例えば、先に詳述した通り、ＣＡＲを発現する核酸分子は、抗原認識部分の
Ｎ末端で単一ペプチドを発現するように設計することができる。本発明をいずれか１つの
理論または作用機序に制限するものではないが、単一ペプチドは、小胞体へ初期のタンパ
ク質を指向させる。受容体が、グリコシル化され、細胞膜に固定される場合、これは必要
である。任意の真核生物単一ペプチド配列を使用することができる。一般に、アミノ末端
にもともと付着されている単一ペプチドが使用される（例えば、軽鎖－リンカー－重鎖の
配置を持つｓｃＦｖにおいて、軽鎖の天然のシグナルが使用される）。別の例において、
細胞外ドメインは、抗原認識ドメインを膜貫通ドメインに連結するために使用できるスペ
ーサー領域を含むこともできる。スペーサー領域は、抗原認識ドメインを異なる方向に向
けて、抗原認識および結合を容易にするように十分可動性であるべきである。スペーサー
領域の最も単純な形態は、ＩｇＧ１のヒンジ領域である。代替物は、免疫グロブリンのＣ
Ｈ２ＣＨ３領域およびＣＤ３の部分を含む。ｓｃＦｖに基づく構築物の大部分で、ＩｇＧ
１ヒンジが充分である。したがって、用語「スペーサー」は、膜貫通ドメインをポリペプ
チド鎖中の細胞外ドメインまたは細胞質ドメインのいずれかに連結するために機能する任
意のオリゴもしくはポリペプチドのことを指す。スペーサードメインは、最高３００個の
アミノ酸、好ましくは１０から１００個のアミノ酸、最も好ましくは２５から５０個のア
ミノ酸を含むことができる。さらに別の例において、ヒンジ領域を改変してその長さを変
化させ、それにより追加の機能的利益を達成することができる。例えば、ＣＤ８またはＣ
Ｄ２８ヒンジを含む従来のＣＡＲにおいて、１つのシステイン（Ｃｙｓ）をヒンジに残し
て、Ｔ細胞表面上での二量体化を安定させることができる。したがって、２つのｓｃＦｖ
が、通常表示される（二価）。別の例において、Ｃｙｓを（Ｓｅｒに）置換することがで
き、その結果安定化ジスルフィド結合を形成できず、それによって二量体化、それゆえ早
すぎる活性化を妨げることができる。Ｃｙｓを、全体に除去することもできる。別の設計
は、一方のＣＡＲにＶＨドメインおよび他方にＶＬドメインだけを表示することであり、
したがって、Ｃｙｓ対合は、ＶＨ／ＶＬを整列させて、目的の抗原を標的する機能的一価
Ｆｖを形成することになる。
【０１２９】
　対象キメラ抗原受容体の抗原認識部分は、Ｔ細胞活性化部分に作動可能に連結される。
「Ｔ細胞活性化部分」は、抗原認識および結合後に、Ｔ細胞内へシグナルを送って、その
活性化およびエフェクター機構誘導を可能にすることに関与する受容体の部分領域を意味
する。ＣＡＲのＴ細胞活性化部分は、ＣＡＲの細胞内ドメイン（または「エンドドメイン
」）中に一般に位置しており；このため、ＣＡＲ分子の細胞内ドメインも、「細胞内シグ
ナル伝達ドメイン」を一般に含む、または細胞内シグナル伝達ドメインである。一般的に
使用されるエンドドメイン成分は、３つのＩＴＡＭを含有するＣＤ３ゼータの細胞内ドメ
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インである。抗原が結合した後、このドメインはＴ細胞に活性化シグナルを送る。ＣＤ３
ゼータは、十分に能力のある活性化シグナルを提供することができず、追加の共刺激シグ
ナル伝達が望ましい。例えば、キメラＣＤ２８およびＯＸ４０をＣＤ３ゼータと共に使用
して、増殖／生存シグナルを送ることができ、または３つすべてを一緒に使用することが
できる。ＣＡＲのこの細胞内シグナル伝達ドメインは、免疫細胞、好ましくはＣＡＲが発
現されたＴ細胞の正常なエフェクター機能の少なくとも１つの活性化に関与することを理
解すべきである。用語「細胞内シグナル伝達ドメイン」とは、エフェクター機能シグナル
を変換し、特殊化した機能を実行するように細胞を指向させるタンパク質の部分のことを
指す。通常細胞内シグナル伝達ドメイン全体を用いることができるが、多くの場合におい
て、必ずしもドメイン全体を使用する必要はない。細胞内シグナル伝達ドメインの短縮部
分が使用される場合、それがエフェクター機能シグナルを変換する限り、そのような短縮
部分を完全な鎖の代わりに使用することができる。したがって、用語「細胞内シグナル伝
達ドメイン」は、エフェクター機能シグナルを変換するのに充分な細胞内ドメインの任意
の短縮部分を含むと意図される。
【０１３０】
　ＣＡＲに使用するための細胞内シグナル伝達ドメインの好ましい例には、抗原受容体係
合の後に一緒に作用して、シグナル伝達を開始するＴ細胞受容体（ＴＣＲ）および補助受
容体の細胞質配列、ならびにこれらの配列の任意の誘導体またはバリアントおよび同じ機
能的素質を有する任意の合成配列がある。
【０１３１】
　ＴＣＲ単独で生成されるシグナルは、Ｔ細胞の十分な活性化に不充分であり２次または
共刺激シグナルも必要であることが、公知である。したがって、Ｔ細胞活性化は、細胞質
シグナル伝達配列の別個の２つのクラス：ＴＣＲによって抗原依存的１次活性化を開始す
るクラス（１次細胞質シグナル伝達配列）および抗原非依存的様式で作用して２次または
共刺激シグナルを提供するクラス（２次細胞質シグナル伝達配列）、によって媒介される
と言うことができる。１次細胞質シグナル伝達配列は、刺激または阻害性いずれかの方法
でＴＣＲ複合体の１次活性化を調節する。刺激性様式において作用する１次細胞質シグナ
ル伝達配列は、免疫受容体チロシン型活性化モチーフまたはＩＴＡＭとして公知のシグナ
ル伝達モチーフを含有することができる。特に有用である１次細胞質シグナル伝達配列を
含有するＩＴＡＭの例には、ＴＣＲゼータ、ＦｃＲガンマ、ＦｃＲベータ、ＣＤ３ガンマ
、ＣＤ３デルタ、ＣＤ３イプシロン、ＣＤ５、ＣＤ２２、ＣＤ７９ａ、ＣＤ７９ｂおよび
ＣＤ６６ｄに由来するものが含まれる。ＣＡＲにおける細胞質シグナル伝達分子は、ＣＤ
３ゼータに由来する細胞質シグナル伝達配列を含むことが特に好ましい。
【０１３２】
　好ましい実施形態では、ＣＡＲの細胞質ドメインは、それ自体でＣＤ３ゼータシグナル
伝達ドメインを含むように設計するまたは本発明のＣＡＲとの関連で有用な他の任意の所
望の細胞質ドメインと組み合わせることができる。例えば、ＣＡＲの細胞質ドメインは、
ＣＤ３ゼータ鎖部および共刺激シグナル伝達領域を含むことができる。共刺激シグナル伝
達領域とは、共刺激分子の細胞内ドメインを含むＣＡＲの部分のことを指す。共刺激分子
は、抗原に対するリンパ球の効果的な応答に必要な、抗原受容体またはそのリガンド以外
の細胞表面分子である。そのような分子の例には、ＣＤ２７、ＣＤ２８、４－ｌＢＢ（Ｃ
Ｄ１３７）、ＯＸ４０、ＣＤ３０、ＣＤ４０、ＰＤ－１、ＴＩＭ３、ＩＣＯＳ、リンパ球
機能関連抗原－１（ＬＦＡ－１）、ＣＤ２、ＣＤ７、ＬＩＧＨＴ、ＮＫＧ２Ｃ、Ｂ７－Ｈ
３およびＣＤ８３と特異的に結合するリガンド等がある。本発明のＣＡＲの細胞質シグナ
ル伝達部分内の細胞質シグナル伝達配列は、ランダムなまたは指定された順序で互いに連
結され得る。任意選択で、短いオリゴまたはポリペプチドリンカー、好ましくは２から１
０の間の長さのアミノ酸は、連結を形成することができる。グリシン－セリンダブレット
は、特に適切なリンカーを提供する。一実施形態では、細胞質ドメインは、ＣＤ３ゼータ
のシグナル伝達ドメインおよびＣＤ２８のシグナル伝達ドメインを含むように設計される
。
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【０１３３】
　上で詳述した通り、抗原認識部分は、Ｔ細胞活性化部分に作動可能に連結される。「作
動可能に連結された」は、抗原決定基に抗原認識部分が結合することにより、シグナルが
、Ｔ細胞活性化部分によって誘導されて対象Ｔ細胞を活性化し、そのエフェクター機能が
活性化され得るように、抗原認識部分がＴ細胞活性化部分と連結、結合さもなければ会合
されることを意味する。これは、例えば、膜貫通ドメインの設計によって達成される。
【０１３４】
　一実施形態では、ＣＡＲ中のドメインの１つと天然に会合する膜貫通ドメインが使用さ
れる。いくつかの事例において、膜貫通ドメインを、アミノ酸置換によって選択または改
変して、そのようなドメインが同じまたは異なる表面膜タンパク質の膜貫通ドメインに結
合することを回避し、それによって受容体複合体の他のメンバーとの相互作用を最小化す
ることができる。膜貫通ドメインは、天然または合成の供給源に由来することができる。
供給源が天然の場合、ドメインは、任意の膜結合または膜貫通タンパク質に由来すること
ができる。例えば、膜貫通領域は、Ｔ細胞受容体のアルファ、ベータもしくはゼータ鎖、
ＣＤ２８、ＣＤ３イプシロン、ＣＤ４５、ＣＤ４、ＣＤ５、ＣＤ８、ＣＤ９、ＣＤ１６、
ＣＤ２２、ＣＤ３３、ＣＤ３７、ＣＤ６４、ＣＤ８０、ＣＤ８６、ＣＤ１３４、ＣＤ１３
７、ＣＤ１５４またはＩｇＧ４などの免疫グロブリンに由来する（すなわち、それらの少
なくとも細胞膜貫通領域を含む）ことができる。別法として、膜貫通ドメインは合成であ
ってもよく、その場合、そのドメインはロイシンおよびバリンなどの疎水性残基を主に含
むことになる。好ましくは、フェニルアラニン、トリプトファンおよびバリンのトリプレ
ットが、合成膜貫通ドメインの各末端に見出されることになる。任意選択で、短いオリゴ
またはポリペプチドリンカー、好ましくは２から１０の間の長さのアミノ酸は、ＣＡＲの
膜貫通ドメインと細胞質シグナル伝達ドメインの間で連結を形成することができる。グリ
シン－セリンダブレットは、特に適切なリンカーを提供する。一般に、膜貫通ドメインは
、膜をまたぐ疎水性アルファへリックスである。一般に、エンドドメインの膜に最も近位
の成分からの膜貫通ドメインが、使用される。
【０１３５】
　「抗原結合受容体」への言及は、細胞表面に固定され、抗原に結合する操作された受容
体への言及と理解されるべきである。本明細書に開示されるキメラ抗原受容体と類似して
、本明細書に開示される抗原結合受容体は、抗原決定基に指向された抗原認識部分も含む
。抗原結合受容体中の抗原認識部分は、本明細書に記載のキメラ抗原受容体の抗原認識部
分と同じ形態をとることができ、同じ方法で設計された。また、本明細書に開示されるキ
メラ抗原受容体と類似して、抗原結合受容体が細胞表面に固定されるように、抗原結合受
容体中の抗原性認識部分は、膜貫通ドメインに（例えば、ヒンジ領域などのスペーサー配
列によって）作動可能に連結されている。スペーサー配列および抗原結合受容体中の膜貫
通ドメインは、上記のスペーサー配列およびキメラ抗原受容体の膜貫通ドメインと同じ方
法で設計することもできる。しかしながら、キメラ抗原受容体とは異なり、本明細書にお
いて定義される抗原結合受容体は、一般に非シグナル伝達であり、Ｔ細胞活性化ドメイン
を欠く細胞内配列を含むことができる。そのような非シグナル伝達抗原結合受容体は、抗
原に結合することができるが、Ｔ細胞においていかなるシグナル伝達も誘発せず、したが
って「ドッキング受容体」または「アンカリング受容体」とも呼ばれる。非シグナル伝達
ＣＤ４７結合受容体などの抗原結合受容体のある特定の実施形態について、本明細書にお
いて以下でさらに記述される。
【０１３６】
　ＣＡＲおよび／または抗原結合受容体をコードする核酸構築物の例を図１１に図示し、
ＣＡＲおよび抗原結合受容体ならびにＣＡＲにおける使用に適する様々なドメインおよび
／または抗原結合受容体の典型的な配列を配列番号１から２０に示す。
【０１３７】
　これらの遺伝子改変が細胞に導入される機構が、当業者に周知であり、理解されている
であろう任意の適切な形態をとり得ることは、当業者に認められよう。例えば、遺伝物質
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は、発現構築物の使用によって細胞に一般に都合よく導入される。
【０１３８】
　一実施形態では、ＴＣＲを発現しているＴ細胞（すなわち、ｉＰＳＣまたはＨＳＣなど
の幹細胞）へ分化する能力を有する細胞またはｉＰＳＣなどの幹細胞を導き出すことがで
きるＴＣＲを発現する細胞が、ＣＡＲをコードする発現構築物でトランスフェクトされる
。発現構築物は、ＣＡＲをコードするヌクレオチド配列に作動可能に連結されたプロモー
ターを含む１つまたは複数のＤＮＡ領域、任意選択で選択可能なマーカーをコードする第
２のＤＮＡ領域、および任意選択で、自殺タンパク質をコードする第３のＤＮＡ領域を含
むことができる。この点に関して、常法として、当業者が有用であろうと考える自殺遺伝
子など、１つまたは複数の任意の追加の成分を持つ構築物を設計することができると理解
されるべきである。患者を処置するためにｉｎ　ｖｉｖｏで使用することが提案される本
発明の細胞との関連では、本発明の遺伝子改変された細胞の死滅を制御し、したがってｉ
ｎ　ｖｉｖｏ環境からのそれらの排除を実施する能力が非常に望ましい。本発明をいずれ
か１つの理論または作用機序に制限するものではないが、本発明の細胞の養子移入は、特
にそれらが腫瘍抗原などの「自己」抗原または自己反応性細胞において発現される抗原、
または自己抗原との交差反応性が起こり得る抗原に指向され得る限り、リスクがないわけ
ではない。この状況において、これらの細胞が、健康な（疾患がない）細胞を攻撃する場
合、移植片対宿主病と類似の転帰が起こり得る。全体の治療的スキームにおいて、これら
の副作用は、化学療法などの処置に特徴的な健康な組織の非特異的な全身的死滅または自
己免疫障害における健康な組織の制御の効かない死滅よりもまだ一層望ましくなり得る。
しかし、がん細胞を死滅させることは最も重要であるが、本発明の細胞の排除を制御する
能力が、高く望まれ、本発明の幹／Ｔ細胞に導入される遺伝子構築物内に誘導可能な自殺
遺伝子を組み入れるという非常に周知であり、広く使用されている技術によって日常的に
達成され得る。
【０１３９】
　対象プロモーターは、構成的または誘導性であってよい。対象構築物が１つより多い目
的のタンパク質を発現する場合、これらは、別々のプロモーターの制御下であってよく、
または単一のＲＮＡ転写物から１つより多いタンパク質産物の未融合形態での翻訳を促進
するＩＲＥＳ配列を使用するバイシストロン性ベクターとの関連で生じるように、それら
は単一のプロモーターの制御下であってもよい。対象構築物は、Ｃｒｅリコンビナーゼ媒
介スプライシング誘導性遺伝子発現系の使用を促進できるように追加で設計されてよい。
【０１４０】
　核酸「発現構築物」への言及は、細胞に伝播可能であり転写を受けるように設計された
核酸分子への言及として理解されるべきである。次にＲＮＡ分子はそれから転写される。
一般に発現構築物は、「発現カセット」および「ベクター」が挙げられる広く互換的に利
用される多数の代替用語によっても言及される。
【０１４１】
　複数の受容体をコードする核酸を導入する目的のために、受容体がＣＡＲ、抗原結合受
容体またはこれらの組合せのいずれであっても、複数の受容体をコードする核酸は、細胞
にトランスフェクトされる１つの構築物に置かれてよい。一実施形態では、複数の受容体
をコードする核酸は、複数の受容体タンパク質の翻訳を促進するためにＩＲＥＳ配列を使
用する多シストロン性ベクターに含まれてよい。別の実施形態では、複数の受容体をコー
ドする核酸は、例えば、複数の受容体配列を含む一方の単一ポリペプチドが最初に産生さ
れ、続いて複数の受容体を産生するようにプロセシングされるように、自己切断性ペプチ
ド（例えば、Ｐ２Ａ）を利用することによって、１つの発現ユニットおよび読み枠内で互
いに連結されていてよい。別の実施形態では、複数の受容体をコードする核酸は、トラン
スフェクションにおいて使用される別々の構築物中に置かれる。
【０１４２】
　本発明の発現構築物は、組換えまたは合成技術が挙げられる任意の好適な方法によって
生成されてよい。この目標のために対象構築物は、完全な合成アプローチが利用される場
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合に考える最初の原理で構築されてよく、または既存のベクターを適切に改変することに
よって構築されてよい。後者のアプローチを採用する場合、出発点として利用できるベク
ターの範囲は、広範囲であり、これだけに限らないが：
（ｉ）プラスミド：プラスミドは、細胞質性ＤＮＡの非依存的に複製する小片であり、一
般に原核細胞において見出され、自律的に複製する能力を有する。プラスミドは、１つの
生物から別のものに移行するそれらの能力によって分子クローニングとの関連で一般に使
用されている。本発明をいかなる理論または作用様式に限定することなく、プラスミドは
エピソームのままである場合があり、またはそれらは宿主のゲノムに組み込まれる場合が
ある。利用できるプラスミドの例として、細菌由来ｐＢＲ３２２およびｐＵＣが挙げられ
る、
（ｉｉ）バクテリオファージ：バクテリオファージは、細菌に感染し、複製するウイルス
である。一般にそれらは、タンパク質コート（カプシドと呼ばれる）内に封入された核酸
のコアからなる。ファージの種類に応じて核酸は、ＤＮＡ（１本鎖もしくは２本鎖）また
はＲＮＡ（１本鎖）のいずれかであってよく、それらは直鎖状または環状のいずれかであ
ってよい。ファージは、線維状、多角体またはテールが付いた多角体である場合があり、
管状のテールに１つまたは複数の管状のテール線維が付着している。一般にファージは、
例えばプラスミドよりも、外来ＤＮＡの長い断片を収容できる。ファージの例として、こ
れだけに限らないがＥ．ｃｏｌｉラムダファージ、Ｐ１バクテリオファージおよびＴ偶数
ファージ（例えばＴ４）が挙げられる、
（ｉｉｉ）バキュロウイルス：無脊椎動物においてだけ増殖する様々なＤＮＡウイルスの
群があり、一般にバキュロウイルス科に分類される。それらのゲノムは２本鎖環状ＤＮＡ
からなる、
（ｉｖ）哺乳動物ウイルス：哺乳動物に感染するそのようなウイルスの例として、レンチ
ウイルス、センダイウイルス、レトロウイルスおよびワクチニアウイルスが挙げられる、
（ｖ）人工染色体：酵母人工染色体または細菌性人工染色体などの人工染色体、
（ｖｉ）コスミド、ファージミドおよびファスミドなどのハイブリッドベクター：一般に
コスミドは、プラスミド由来だが、ラムダファージのためのｃｏｓ部位も含み、一方ファ
ージミドはキメラファージプラスミドベクターを表す。ファスミドは、一般にプラスミド
ファージキメラも表すが、両方の機能性複製の起源を含有するという事実によって定義さ
れる。ファスミドは、したがってプラスミドまたはファージのいずれかとして適切な宿主
株において増殖され得る、
（ｖｉｉ）完全に合成により生成されたものまたはウイルスベクターなどの天然に存在す
るベクターの改変バージョンであるとされる商業的に入手できるベクター、
を含む。
【０１４３】
　改変のために適切なベクターの選択が、構築物を合成的に生成するよりもこれを選ぶ限
り、それが置かれる遺伝子改変された細胞での最終的な使用を含む多数の要因に依存する
ことは当業者に理解される。例えば細胞がｉｎ　ｖｉｖｏでヒトに投与される場合、ウイ
ルスベクターなどのある特定の種類のベクターを利用することはあまり望ましくない場合
がある。さらに、構築物に導入されることが試みられるＤＮＡの量も検討される必要があ
る。ある種のベクターがある種の細胞型により容易にトランスフェクトされることは一般
に理解されている。例えば、所与のプラスミドのために宿主として機能できる細胞型の範
囲は、ある種類のプラスミドから別のもので変化する場合がある。さらにまた別の例では
、挿入される必要があるさらに大きなＤＮＡ挿入物は、本発明の発現構築物が生成される
ベクターの選択をさらに限定する。この目的のために、挿入されるＤＮＡのサイズは、目
的のタンパク質をコードするＤＮＡ配列のサイズ、発現を試みられるタンパク質の数、利
用される選択マーカーの数および直鎖化ポリリンカー領域などの特性の組み込みなどの要
因に応じて変化する場合がある。
【０１４４】
　本発明において使用される発現構築物は、環状または直鎖状を含む任意の形態であって
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よい。この場面において「環状」ヌクレオチド配列は、任意のヌクレオチド分子の環状ヌ
クレオチド配列部分を言及するとして理解されるべきである。例えばヌクレオチド配列は
、プラスミドなど完全に環状であってよく、またはローリングサークル複製の際に生成さ
れるヌクレオチド分子の環状部分など部分的に環状であってよい（これは、例えば細胞集
団へのその導入に先立って構築物が細胞に基づくクローニング系を介するよりむしろこの
種類の方法によって最初に複製される場合に関連する可能性がある）。この場面において
「環状」ヌクレオチド配列は、この分子の環状部分に対応する。本質的に直鎖状形態であ
る「直鎖状」ヌクレオチド配列は、任意のヌクレオチド配列を言及するものとして理解さ
れるべきである。直鎖状配列は、直鎖状ヌクレオチド分子であってよく、またはそれは環
状部分などの非直鎖状部分も含むヌクレオチド分子の直鎖状部分であってよい。直鎖状ヌ
クレオチド配列の例として、これだけに限らないが、宿主細胞の染色体への組み込みを促
進するために直鎖化されたプラスミド由来構築物、または直鎖状形態で合成的に生成され
た構築物が挙げられる。この目的のために、本発明の構築物の立体配置が一定のままであ
る場合もない場合もあることも理解されるべきである。例えば、環状プラスミド由来構築
物は、この形態で複製および転写を受ける安定な環状エピソームのままで細胞にトランス
フェクトされる場合がある。しかし別の例では、対象構築物は、細胞に環状形態でトラン
スフェクトされるが、染色体への組み込みの前に細胞内で直鎖化を受けるものである場合
がある。そのような直鎖化が無作為な様式で生じる場合があり、重要な領域で構築物を切
断し、それにより無効化することから、これは必ずしも理想的な状況ではない。
【０１４５】
　本発明の方法において利用される核酸分子は、任意のヒトまたは非ヒト供給源由来であ
る。本発明によって企図される非ヒト供給源として、霊長類、家畜動物（例えば、ヒツジ
、ブタ、ウシ、ヤギ、ウマ、ロバ）、実験動物（例えば、マウス、ハムスター、ウサギ、
ラット、モルモット）、家庭内コンパニオン動物（例えば、イヌ、ネコ）、鳥類（例えば
、ニワトリ、ガチョウ、アヒルおよび他の家禽、狩猟鳥、エミュー、ダチョウ）捕獲野生
または飼い慣らされた動物（例えば、雄ウシ、カンガルー、ディンゴ）、は虫類、魚類、
昆虫、原核生物または合成核酸が挙げられる。
【０１４６】
　本発明の受容体をコードする構築物が、１つより多い供給源由来の核酸材料を含み得る
ことは理解されるべきである。例えば、構築物は特定の微生物由来であってよい一方で、
本明細書に定義の特性を導入するために構築物を改変することにおいて、他の微子生物供
給源由来の核酸材料が導入されてよい。これらの供給源として、例えば、ウイルスもしく
は細菌ＤＮＡ（例えばＩＲＥＳ　ＤＮＡ）、哺乳動物ＤＮＡ（例えば、ＣＡＲコードをす
るＤＮＡ）または合成ＤＮＡ（例えば、特異的な制限エンドヌクレアーゼ部位を導入する
ため）が挙げられる。さらに、対象構築物を発現することが提案される細胞型は、構築物
の核酸材料の全体または部分としても同じ生物に対応しないようにさらに異なっていてよ
い。例えば細菌およびウイルス由来ＤＮＡから本質的になる構築物は、それにも関わらず
、本明細書で企図される哺乳動物幹細胞において発現され得る。
【０１４７】
　本発明を全く限定することなく本発明は、ＣＡＲの配列を含むＤＮＡ構築物を好ましく
は使用し、その配列は、細胞内ドメインの核酸配列に作動可能に連結した抗原結合部分の
核酸配列を含む。例えば対象ＣＡＲにおいて使用され得る細胞内ドメインとして、これだ
けに限らないがＣＤ３ゼータの細胞内ドメインが挙げられる。別の実施形態では、ＣＡＲ
の細胞内ドメインは、ＣＤ２８の細胞内ドメインに作動可能に連結したＣＤ３ゼータの細
胞内ドメインを含み；さらなる実施形態では、ＣＡＲの細胞内ドメインは互いに作動可能
に連結したＣＤ３ゼータ、ＣＤ２８およびＯＸ４０の細胞内ドメインを含む。
【０１４８】
　レンチウイルスなどのレトロウイルス由来ベクターは、それらが導入遺伝子の長期の安
定した組み込みおよび娘細胞でのその増殖を可能にすることから、長期遺伝子移行を達成
するために好適なベクターの一例である。他の好適なウイルスとしてセンダイウイルスお
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よびワクチニアウイルスが挙げられる。ベクターは、真核生物での複製および組み込みの
ために好適であるべきである。典型的なクローニングベクターは、転写および翻訳終結因
子、開始配列ならびに所望の核酸配列の発現の制御のために有用なプロモーターを含有す
る。ウイルスベクター技術は、当技術分野において周知であり、例えばSambrookら、（２
００１年、Molecular　Cloning:　A　Laboratory　Manual、Cold　Spring　Harbor　Labo
ratory、New　York）ならびに他のウイルス学および分子生物学手引き書に記載されてい
る。ベクターとして有用であるウイルスとして、これだけに限らないが、レトロウイルス
、アデノウイルス、アデノ随伴ウイルス、ヘルペスウイルスおよびレンチウイルスが挙げ
られる。一般に好適なベクターは、少なくとも１つの生物において機能性の、複製開始点
、プロモーター配列、好都合な制限エンドヌクレアーゼ部位、および１つまたは複数の選
択可能マーカーを含有する（例えばＷＯ０１／９６５８４；ＷＯ０１／２９０５８；およ
び米国特許第６，３２６，１９３号）。
【０１４９】
　多数のウイルスに基づく系が哺乳動物細胞への遺伝子移行のために開発されている。例
えばレトロウイルスは、遺伝子送達系のために好都合なプラットフォームを提供する。選
択された遺伝子は、当技術分野において公知の技術を使用してベクターに挿入され、レト
ロウイルス粒子にパッケージされ得る。次に組換えウイルスは、単離され、対象幹細胞に
送達され得る。多数のレトロウイルス系が当技術分野において公知である。
【０１５０】
　追加のプロモーターエレメント、例えばエンハンサーは、転写開始の頻度を制御する。
典型的にはこれらは、開始部位の３０～１１０ｂｐ上流領域に位置付けられるが、多数の
プロモーターが開始部位の下流にも機能性エレメントを同様に含有することが近年示され
た。プロモーターエレメント間のスペーシングは、しばしば可動性であり、そのためプロ
モーター機能はエレメントが互いに反転されたまたは移動した場合でも保存される。チミ
ジンキナーゼ（ｔｋ）プロモーターでは、プロモーターエレメント間のスペーシングは、
活性が低下し始める前に５０ｂｐ離れるまで増加させることができる。プロモーターに応
じて個々のエレメントは、転写を活性化するために協同的にまたは非依存的に機能できる
。
【０１５１】
　好適なプロモーターの一例は、最初期サイトメガロウイルス（ＣＭＶ）プロモーター配
列である。このプロモーター配列は、それに作動可能に連結した任意のポリヌクレオチド
配列の高レベルの発現を駆動する能力を有する強い構成的プロモーター配列である。好適
なプロモーターの別の例は、伸長成長因子ｌａ（ＥＦ－ｌａ）である。しかし他の構成的
プロモーター配列も、これだけに限らないが、サルウイルス４０（ＳＶ４０）初期プロモ
ーター、マウス乳房腫瘍ウイルス（ＭＭＴＶ）、ヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ）末端反
復配列（ＬＴＲ）プロモーター、ＭｏＭｕＬＶプロモーター、トリ白血病ウイルスプロモ
ーター、エプスタイン・バーウイルス最初期プロモーター、ラウス肉腫ウイルスプロモー
ター、ならびにこれだけに限らないが、アクチンプロモーター、ミオシンプロモーター、
ヘモグロビンプロモーターおよびクレアチンキナーゼプロモーターなどのヒト遺伝子プロ
モーターが挙げられ、使用され得る。さらに構築物は、構成的プロモーターの使用に限定
されるべきではない。誘導性プロモーターも使用されることが企図される。誘導性プロモ
ーターの使用は、それが作動可能に連結したＣＡＲポリヌクレオチド配列の発現をその発
現が望ましい場合にオンにし、発現が望ましくない場合に発現をオフする能力を有する分
子スイッチを提供する。誘導性プロモーターの例として、これだけに限らないがメタロチ
オネイン（metallothionine）プロモーター、グルココルチコイドプロモーター、プロゲ
ステロンプロモーターおよびテトラサイクリンプロモーターが挙げられる。
【０１５２】
　ＣＡＲポリペプチドまたはその一部の発現を評価するために、細胞に導入された発現ベ
クターは、ウイルスベクターを通じてトランスフェクトまたは感染することが試みられた
細胞の集団からの発現細胞の同定および選択を促進するために、選択可能マーカー遺伝子
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もしくはレポーター遺伝子のいずれかまたは両方を含有できる。他の態様では選択可能マ
ーカーは、ＤＮＡの別の小片に担われてよく、共トランスフェクション手順において使用
されてよい。選択可能マーカーおよびレポーター遺伝子の両方は、宿主細胞での発現を可
能にするために適切な制御配列に隣接されていてよい。有用な選択可能マーカーとして、
例えば、ネオなどの抗生物質耐性遺伝子が挙げられる。エピトープタグは、一般に使用さ
れる短いポリペプチドｃ－ｍｙｃまたはＦＬＡＧなどＣＡＲ分子の細胞外ドメインにも含
まれてよく、例えばフローサイトメトリーとの組合せで使用される抗体などのエピトープ
特異的標的化剤によってＣＡＲ発現を同定するために好ましくはヒンジ領域に置かれる。
【０１５３】
　レポーター遺伝子は、トランスフェクトされた可能性がある細胞を同定するため、およ
び制御配列の機能性を評価するために使用される。一般にレポーター遺伝子は、レシピエ
ント生物または組織中に存在または発現されず、その発現がいくつかの容易に検出可能な
特性、例えば酵素活性によって顕在化するポリペプチドをコードする遺伝子である。レポ
ーター遺伝子の発現は、ＤＮＡがレシピエント細胞に導入された後の好適な時期にアッセ
イされる。好適なレポーター遺伝子として、ルシフェラーゼ、ベータ－ガラクトシダーゼ
、クロラムフェニコールアセチル基転移酵素、分泌型アルカリホスファターゼまたは緑色
蛍光タンパク質遺伝子をコードする遺伝子が挙げられる（例えば、Ui-Teiら、２０００年
　FEBS　Letters　４７９巻：７９～８２頁）。好適な発現系は、周知であり、公知の技
術を使用して調製または商業的に入手できる。一般に、レポーター遺伝子の最も高い発現
レベルを示す最小５’隣接領域を有する構築物がプロモーターとして同定される。そのよ
うなプロモーター領域は、レポーター遺伝子に連結されていてよく、プロモーター駆動転
写を調節する能力について薬剤を評価するために使用される。ｅＧＦＰ（増強された緑色
蛍光タンパク質）などのレポーターは、Ｐ２Ａなどの自己切断性ペプチドによって分離さ
れて、Ｃ末端ポリペプチド伸長としてＣＡＲに組み込まれてよく、ｅＧＦＰなどのレポー
ターを細胞内に放出することは当業者によって理解される。
【０１５４】
　細胞に遺伝子を導入し、発現させる方法は、当技術分野において公知である。発現ベク
ターとの関連では、ベクターは、物理的、化学的または生物学的手段によって宿主細胞に
容易に導入され得る。
【０１５５】
　宿主細胞にポリヌクレオチドを導入するための物理的方法として、リン酸カルシウム沈
殿、リポフェクション、微粒子銃、微量注入、電気穿孔法などが挙げられる。ベクターお
よび／または外来性核酸を含む細胞を産生するための方法は、当技術分野において周知で
ある。例えば、Sambrookら、（２００１年、Molecular　Cloning:　A　Laboratory　Manu
al、Cold　Spring　Harbor　Laboratory、New　York）を参照されたい。宿主細胞にポリ
ヌクレオチドを導入するための好ましい方法は、リン酸カルシウムトランスフェクション
である。
【０１５６】
　宿主細胞に目的のポリヌクレオチドを導入するための生物学的方法として、ＤＮＡおよ
びＲＮＡベクターの使用が挙げられる。ウイルスベクター、および特にレトロウイルスベ
クターは、哺乳動物、例えばヒト細胞に遺伝子を挿入するために最も広く使用される方法
になっている。他のウイルスベクターは、レンチウイルス、ポックスウイルス、単純ヘル
ペスウイルルスＩ、アデノウイルスおよびアデノ随伴ウイルスなど由来であってよい。例
えば米国特許第５，３５０，６７４号および第５，５８５，３６２号を参照されたい。
【０１５７】
　宿主細胞へポリヌクレオチドを導入するための化学的手段として、マクロ分子複合体、
ナノカプセル、ミクロスフェア、ビーズなどのコロイド性分散剤系、ならびに水中油乳液
、ミセル、混合ミセルおよびリポソームを含む脂質に基づく系が挙げられる。送達ビヒク
ルとしての使用のための例示的なコロイド系はリポソームである（例えば、人工膜ベシク
ル）。
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【０１５８】
　非ウイルス送達系の利用が試みられる場合、例示的送達ビヒクルはリポソームである。
脂質製剤の使用は、宿主細胞への核酸の導入のために企図される。別の態様では核酸は、
脂質と会合していてよい。脂質と会合している核酸は、リポソームの水性の内部に封入さ
れていてよく、リポソームの脂質二重層内に分散されていてよく、リポソームおよびオリ
ゴヌクレオチドの両方に会合する連結分子を介してリポソームに付着していてよく、リポ
ソーム内に捕捉されていてよく、リポソームと複合体化していてよく、脂質を含有する溶
液中に分散され脂質と混合されていてよく、脂質と組み合わされていてよく、脂質中の懸
濁物として含有されていてよく、ミセルに含有されているもしくは複合体化していてよく
、またはそうでなければ脂質と会合していてよい。脂質、脂質／ＤＮＡまたは脂質／発現
ベクター会合組成物は、溶液中のいかなる特定の構造にも限定されない。例えばそれらは
、ミセルなどの二重層構造で、または「崩壊した」構造を有して存在できる。それらは、
溶液中に単純に分散されていてもよく、サイズまたは形状が均一でない凝集物を形成する
可能性がある。脂質は、天然に存在するまたは合成の脂質であってよい脂肪物質である。
例えば脂質は、細胞質中に天然で存在する脂肪液滴ならびに、脂肪酸、アルコール、アミ
ン、アミノアルコールおよびアルデヒドなどの長鎖脂肪族炭化水素およびそれらの誘導体
を含有する化合物のクラスを含む。
【０１５９】
　使用のために好適な脂質は、商業的供給源から得ることができる。例えば、ジミリスチ
ルホスファチジルコリン（「ＤＭＰＣ」）はＳｉｇｍａ、Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ、ＭＯから得
ることができる；リン酸ジセチル（「ＤＣＰ」）はＫ＆Ｋ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ（
Ｐｌａｉｎｖｉｅｗ、ＮＹ）から得ることができる；コレステロール（「Ｃｈｏｉ」）は
Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ－Ｂｅｈｒｉｎｇから得ることができる；ジミリスチルホスファチ
ジルグリセロール（「ＤＭＰＧ」）および他の脂質はＡｖａｎｔｉ　Ｐｏｌａｒ　Ｌｉｐ
ｉｄｓ，Ｉｎｃ．（Ｂｉｒｍｉｎｇｈａｍ、ＡＬ）から得ることができる。クロロホルム
またはクロロホルム／メタノール中の脂質の保存溶液は、約－２０℃で保存できる。クロ
ロホルムは、メタノールよりもさらに容易に蒸発させられる唯一の溶媒として使用される
。「リポソーム」は、封入された脂質二重層または凝集物の生成によって形成された種々
の単一および多重膜脂質ビヒクルを包含する総称である。リポソームは、リン脂質二重層
膜および内部の水性媒体を含む小胞構造を有するとして特徴付けることができる。多重膜
リポソームは、水性媒体によって分離された複数の脂質層を有する。それらは、リン脂質
が過剰量の水溶液中に懸濁されると自発的に形成される。脂質構成成分は、閉じた構造を
形成する前に自己再構成を受け、水および溶けている溶質を脂質二重層の間に捕捉する（
Ghoshら、（１９９１年））。しかし、通常の小胞構造とは異なる構造を溶液中で有する
組成物も包含される。例えば脂質は、ミセル構造であると推定される、または単なる脂質
分子の不均一な凝集物として存在できる。同様に企図されるのは、リポフェクタミン核酸
複合体である。
【０１６０】
　宿主細胞に外来性核酸を導入するために使用された方法に関わらず、宿主細胞中での組
換えＤＮＡ配列の存在を確認するために、種々のアッセイが実施され得る。そのようなア
ッセイとして、例えばサザンおよびノーザンブロッティング、ＲＴ－ＰＣＲならびにＰＣ
Ｒまたは、特定のペプチドの存在または非存在を、例えば免疫学的手段（ＥＬＩＳＡおよ
びウエスタンブロット）によって検出することによるものが挙げられる。
【０１６１】
　一部の実施形態での本細胞のＴＣＲおよびＣＡＲならびに抗原結合受容体は、それぞれ
抗原決定基に指向されている。「抗原決定基」への言及は、本発明の受容体発現Ｔ細胞に
よって標的化されることが試みられる、細胞によって発現される任意のタンパク質性また
は非タンパク質性分子への言及として理解されるべきである。これらが、それらが患者の
身体において通常発現されている「自己」分子（一部の腫瘍細胞または自己反応性細胞で
発現されるなど）である可能性があるまたは、細胞が微生物に感染している場合に予測さ
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れるなどの非自己分子（例えば、ウイルスタンパク質）である可能性がある、分子である
ことは理解される。対象抗原が、ＴまたはＢ細胞免疫応答を天然で誘発できる抗原（自己
であるかないかに関わらず）に限定されないことも理解されるべきである。むしろ本発明
との関連では、「抗原」または「抗原決定基」への言及は、標的化されることが試みられ
る任意のタンパク質性または非タンパク質性分子に言及している。上で詳述した通り標的
分子は、腫瘍抗原または自己反応性免疫細胞抗原などの免疫系が天然で寛容であるもので
あってよい。しかし、それにも関わらずこの抗原を標的化することは、例えば化学療法も
しくは免疫抑制などの高度に非特異的および全身性の処置において観察される可能性があ
るさらに重度の副作用の可能性を最少化するため、または高度に標的化された処置を介し
て処置期間を低減するため、および／またはすべての所望されない細胞の死滅可能性を最
大化するために、望ましい（付帯的損害の観点においても）可能性がある。好ましくは前
記分子は、細胞表面上に発現される。
【０１６２】
　ＴＣＲ結合の場面において対象抗原決定基がＭＨＣ　ＩまたはＭＨＣ　ＩＩのいずれか
の場面において発現される抗原由来ペプチドの形態をとることは、当業者によって理解さ
れる。ＣＡＲとの関連では、この受容体の設計が免疫グロブリン可変領域結合ドメインの
使用に基づいていることから、受容体は抗原の天然形態に存在するエピトープを認識する
。対象エピトープは直鎖状または立体構造的のいずれであってもよい。対象抗原決定基が
、標的化されることが試みられる細胞によって発現される任意の分子であり得ることは理
解されるべきである。すなわち標的化される分子は、標的細胞によって排他的に発現され
る場合がある、または非標的細胞によっても同様に発現される場合がある。好ましくは対
象抗原決定基は、非自己抗原決定基または、そうでなければ標的化されることが試みられ
ている細胞によって排他的にもしくは正常細胞によるよりも顕著に高いレベルで発現され
る抗原決定基である。しかし本明細書で既に考察の通り、処置される疾患状態に応じて、
非自己抗原決定基を同定および標的化することが常に可能であるとは限らない。
【０１６３】
　「第１の」抗原決定基および「第２の」抗原決定基に指向されているＴＣＲ／ＣＡＲ受
容体を本明細書において言及することは、対象受容体が２つの異なるエピトープ領域に指
向されている事実へ言及することとして理解されるべきである。これに関して、受容体は
２つの完全に異なる細胞表面分子上のエピトープに指向されてよく、または受容体は同じ
細胞表面分子の２つの異なる領域／エピトープに指向されてよいことは理解されるべきで
ある。複数のＣＡＲと合わせてＴＣＲに言及する、または１つまたは複数のＣＡＲおよび
１つまたは複数の抗原結合受容体と共にＴＣＲに言及する実施形態では、各受容体が抗原
決定基に指向され、抗原決定基が好ましくは互いに異なる、すなわち同じまたは異なる分
子の異なるエピトープ領域に対応する抗原決定基であることは理解されるべきである。
【０１６４】
　したがって一実施形態では、遺伝子的に改変された哺乳動物幹細胞またはそれから分化
したＴ細胞が提供され、その細胞は、少なくとも１つのホモ接合性ＨＬＡハプロタイプを
発現し、第１の抗原決定基に指向されているＴＣＲを発現するＴ細胞に分化する能力を有
し、キメラ抗原受容体をコードする少なくとも１つの（すなわち、１つまたは複数の）核
酸分子を含み、前記受容体は第２の抗原決定基に指向されている抗原認識部分を含み、そ
の抗原認識部分はＴ細胞活性化部分に作動可能に連結されており、任意選択で第３の抗原
決定基に指向されている抗原結合受容体をコードする核酸をさらに含み、前記抗原決定基
は腫瘍抗原、微生物抗原または自己反応性免疫細胞抗原から選択される。
【０１６５】
　一実施形態では、前記幹細胞はｉＰＳＣである。別の実施形態では、幹細胞はＨＳＣで
ある。
【０１６６】
　さらに別の実施形態では、前記幹細胞は、ＣＤ４＋Ｔ細胞またはＣＤ８＋Ｔ細胞に分化
する能力を有する。
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【０１６７】
　さらに別の実施形態では、前記ＴＣＲは、αβＴＣＲである。
【０１６８】
　さらに別の実施形態では、ｉＰＳＣなどの前記幹細胞は、Ｔ細胞または胸腺細胞、好ま
しくはＣＤ８＋Ｔ細胞または胸腺細胞由来である。
【０１６９】
　当業者によって理解される通り、腫瘍に限定されている抗原の同定は研究の重要な領域
であるが、それに関して進歩は限定的である。腫瘍細胞が通常自己細胞であることから（
例えば移植組織から生じる腫瘍とは対照的に）、それらが発現する抗原は自己抗原だけで
はないが、腫瘍が由来する組織の非新生物性細胞によっても発現される可能性が高いこと
は事実である。抗新生物処置レジメがそのような抗原を標的化する場合に生じる可能性が
あり、避けることができない副作用（非新生物性組織の破壊の観点から）のために明らか
に理想とは言えない状況である。それにも関わらずいくつかの進歩が、腫瘍細胞によって
排他的に発現されるのでなくても、低レベルで発現されるまたは非新生物性細胞であまり
発現されない標的腫瘍抗原を同定することに関してなされた。
【０１７０】
　本発明の抗原結合部分の選択は、処置されるがんの具体的な種類に依存する。腫瘍抗原
は、当技術分野において周知であり、例えば、ＭＡＧＥ、ＬＭＰ－２、ＣＤ１９、ＣＤ２
０、ＷＴ１、ＭＡＲＴ－１神経膠腫関連抗原、癌胎児性抗原（ＣＥＡ）、β－ヒト絨毛性
ゴナドトロピン、腫瘍関連糖タンパク質７２（ＴＡＧ７２）、アルファフェトプロテイン
（ＡＦＰ）、レクチン反応性ＡＦＰ、サイログロブリン、ＲＡＧＥ－１、ＭＮ－ＣＡ　Ｉ
Ｘ、ヒトテロメラーゼ逆転写酵素、ＲＵ１、ＲＵ２（ＡＳ）、腸カルボキシルエステラー
ゼ、ｍｕｔ　ｈｓｐ７０－２、Ｍ－ＣＳＦ、プロスターゼ、前立腺特異抗原（ＰＳＡ）、
ＰＡＰ、ＮＹ－ＥＳＯ－１、ＬＡＧＥ－ｌａ、ｐ５３、プロステイン、ＰＳＭＡ、Ｈｅｒ
２／ｎｅｕ、サバイビンおよびテロメラーゼ、前立腺癌腫瘍抗原１（ＰＣＴＡ－１）、Ｅ
ＬＦ２Ｍ、好中球エラスターゼ、エフリンＢ２、ＣＤ２２、インスリン成長因子（ＩＧＦ
）－Ｉ、ＩＧＦ－ＩＩ、ＩＧＦ－Ｉ受容体およびメソテリンが挙げられる。ＣＤ４７（「
貪食拒否」受容体）も正常細胞と比較してがん細胞においてしばしば高く発現されること
から腫瘍標的であり、具体的にはスカベンジャーマクロファージが挙げられる、免疫系の
細胞によってこれらのがん細胞が攻撃されることを妨げる。
【０１７１】
　一実施形態では、腫瘍抗原は、悪性腫瘍に関連する１つまたは複数のエピトープを含む
。悪性腫瘍は、免疫攻撃のための標的抗原として役立つことができる多数のタンパク質を
発現する。これらの分子として、これだけに限らないがＭＡＲＴ－１、ＷＴ－１などの組
織特定抗原、メラノーマでのチロシナーゼおよびＧＰ１００ならびに前立腺がんでの前立
腺酸性ホスファターゼ（ＰＡＰ）および前立腺特異抗原（ＰＳＡ）が挙げられる。他の標
的分子は、がん遺伝子ＨＥＲ－２／Ｎｅｕ／ＥｒｂＢ－２などの形質転換関連分子の群に
属する。標的抗原のさらに別の群は、癌胎児性抗原（ＣＥＡ）などのがん胎児性抗原であ
る。Ｂ細胞リンパ腫では、腫瘍特異的イディオタイプ免疫グロブリンは、個々の腫瘍に別
個である真の腫瘍特異的免疫グロブリン抗原を構成する。ＣＤ１９、ＣＤ２０およびＣＤ
３７などのＢ細胞分化抗原は、Ｂ細胞リンパ腫における標的抗原のための他の候補である
。
【０１７２】
　抗原の非限定的例として、次の：ＭＡＲＴ－１／ＭｅｌａｎＡ（ＭＡＲＴ－Ｉ）、ｇｐ
ｌＯＯ（Ｐｍｅｌ１７）、チロシナーゼ、ＴＲＰ－１、ＴＲＰ－２などの分化抗原、およ
びＭＡＧＥ－１、ＭＡＧＥ－３、ＢＡＧＥ、ＧＡＧＥ－１、ＧＡＧＥ－２、ｐｌ５などの
腫瘍特異的多系列抗原；ＣＥＡなどの過発現胚性抗原；過発現がん遺伝子ならびにｐ５３
、Ｒａｓ、ＨＥＲ－２／ｎｅｕなどの変異腫瘍抑制遺伝子；染色体転座から生じた別個腫
瘍抗原；ＢＣＲ－ＡＢＬ、Ｅ２Ａ－ＰＲＬ、Ｈ４－ＲＥＴ、ＩＧＨ－ＩＧＫ、ＭＹＬ－Ｒ
ＡＲなど；ならびに、エプスタイン・バーウイルス抗原ＥＢＶＡならびにヒトパピローマ
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ウイルス（ＨＰＶ）抗原Ｅ６およびＥ７などのウイルス抗原が挙げられる。他の大きな、
タンパク質ベースの抗原としてＣＤ４７、ＴＳＰ－１８０、ＭＡＧＥ－４、ＭＡＧＥ－５
、ＭＡＧＥ－６、ＲＡＧＥ、ＮＹ－ＥＳＯ、ｐｌ８５ｅｒｂＢ２、ｐｌ８０ｅｒｂＢ－３
、ｃＭｅｔ、ｎｍ－２３Ｈｌ、ＰＳＡ、ＴＡＧ７２、ＣＡ１９－９、ＣＡ７２－４、ＣＡ
Ｍ１７．１、ＮｕＭａ、Ｋ－ｒａｓ、ベータカテニン、ＣＤＫ４、Ｍｕｍ－１、ｐ１５、
ｐ１６、４３－９Ｆ、５Ｔ４、７９１Ｔｇｐ７２、アルファ－フェトプロテイン、ベータ
ＨＣＧ、ＢＣＡ２２５、ＢＴＡＡ、ＣＡ１２５、ＣＡ１５－３＼ＣＡ２７．２９＼ＢＣＡ
Ａ、ＣＡ１９５、ＣＡ２４２、ＣＡ－５０、ＣＡＭ４３、ＣＤ６８＼Ｐ１、ＣＯ－０２９
、ＦＧＦ－５、Ｇ２５０、Ｇａ７３３＼ＥｐＣＡＭ、ＨＴｇｐ－１７５、Ｍ３４４、ＭＡ
－５０、ＭＧ７－Ａｇ、ＭＯＶ１８、ＮＢ／７０Ｋ、ＮＹ－ＣＯ－１、ＲＣＡＳ１、ＳＤ
ＣＣＡＧ１６、ＴＡ－９０＼Ｍａｃ－２結合タンパク質＼シクロフィリンＣ関連タンパク
質、ＴＡＡＬ６、ＴＡＧ７２、ＴＬＰおよびＴＰＳが挙げられる。
【０１７３】
　本発明の細胞は、複数、すなわち２つまたはそれよりも多い抗原決定基に指向されるよ
うに設計される。本明細書に詳述の通り複数の抗原決定基は、一部の実施形態では１つの
分子の複数のエピトープ、または他の実施形態では複数の完全に異なる分子のエピトープ
であってよい、または含んでよい。複数の抗原決定基のいずれが標的化されるべきかの選
択、さらにそれらがＴＣＲまたはＣＡＲによって標的化されるべきであるかどうかは、十
分に当業者の技術の範囲内である。一実施形態では、本発明の細胞は腫瘍細胞を排除する
ために設計され、前記ＴＣＲ／ＣＡＲは腫瘍抗原、具体的にはＴＡＧ７２、ＭＡＧＥおよ
びＷＴ１に指向されている。別の実施形態では、前記細胞は自己反応性免疫細胞を排除す
るために設計され、前記ＴＣＲ／ＣＡＲはイディオタイプＴ細胞またはＢ細胞受容体に指
向されている。
【０１７４】
　したがって一実施形態では、遺伝子改変された哺乳動物幹細胞またはそれから分化した
Ｔ細胞が提供され、細胞は第１の腫瘍抗原性決定基に指向されているＴＣＲを発現してい
るＴ細胞に分化する能力を有し、１つまたは複数のキメラ抗原受容体をコードする１つま
たは複数の核酸分子を含み、各キメラ抗原受容体は腫瘍抗原決定基に指向されている抗原
認識部分を含み、その抗原認識部分はＴ細胞活性化部分に作動可能に連結し、前記抗原決
定基は、ＴＡＧ７２、ＣＤ４７、ＣＤ１９、ＷＴ－１、ＭＡＧＥおよびＥＢＶＬＭＰ２か
ら選択される。
【０１７５】
　好ましくは前記遺伝子改変された細胞は、ＴＡＧ７２およびＷＴ－１に指向されている
。さらにより好ましくは前記ＣＡＲは、ＴＡＧ７２およびＣＤ４７に指向され、前記ＴＣ
ＲはＷＴ－１に指向されている。
【０１７６】
　一実施形態では、前記幹細胞はｉＰＳＣである。別の実施形態では、幹細胞はＨＳＣで
ある。
【０１７７】
　さらに別の実施形態では、前記幹細胞は、ＣＤ４＋Ｔ細胞またはＣＤ８＋Ｔ細胞に分化
する能力を有する。
【０１７８】
　さらに別の実施形態では、前記ＴＣＲは、αβＴＣＲである。
【０１７９】
　またさらに別の実施形態では、前記幹細胞（ｉＰＳＣなど）は、Ｔ細胞または胸腺細胞
、好ましくはＣＤ８＋Ｔ細胞または胸腺細胞由来である。
【０１８０】
　一実施形態では、本発明の細胞が新生物を処置するように指向される範囲内で、広範な
ＣＡＲが公知の腫瘍抗原を標的化するように開発された。これらのＣＡＲの一部を例示す
る非限定的要約は受容体の構造と共に、下の表５に提供される：
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【表５－４】

【０１８１】
　一部の実施形態では、ＣＡＲは、ＣＤ１９またはＴＡＧ７２に指向されているｓｃＦｖ
、ならびに両方がＣＤ２８またはＣＤ８由来であるヒンジ（ストーク）領域および膜貫通
領域、ならびに同様にＣＤ２８またはＣＤ８由来でありＴ細胞活性化部分を含む細胞質性
エンドドメインからなる抗原認識ドメインを含む。ＣＡＲは、翻訳後にＥＧＦＰを放出す
るためのＰ２Ａ自己切断性ポリペプチドによって互いに繋がれた、Ｃ末端ポリペプチド伸
長としてのレポータータンパク質（ＥＧＦＰなど）を含むことができる。例えば図１１お
よび１４を参照されたい。
【０１８２】
　関連する態様では、非シグナル伝達抗原結合受容体、例えばシグナル伝達に影響を与え
ることができないＣＤ４７結合分子を発現するように操作される場合、本発明の細胞は特
に有効になることがさらに判定された。細胞表面でのＣＤ４７結合分子の発現は、本発明
の細胞をそれが指向されている新生物細胞にアンカリングし、それによりそれらそれぞれ
のリガンドとＴＣＲおよびＣＡＲとの相互作用の改善を促進する。固形腫瘍の処置に関し
て、具体的には、対象細胞の相互作用の安定性および結合親和性の増加は、対象ＣＤ４７
結合分子を発現していない細胞と比較して、新生物細胞死滅に関して機能的帰結の改善を
可能にする。
【０１８３】
　したがって本発明の関連する態様では、遺伝子改変された哺乳動物幹細胞、またはそれ
から分化したＴ細胞が提供され、細胞は、第１の抗原決定基に指向されているＴＣＲを発
現するＴ細胞に分化する能力を有し、（ｉ）キメラ抗原受容体をコードする核酸分子であ
って、前記受容体が第２の抗原決定基に指向されている抗原認識部分を含み、その抗原認
識部分がＴ細胞活性化部分に作動可能に連結されている核酸分子、および（ｉｉ）非シグ
ナル伝達ＣＤ４７結合受容体などの非シグナル伝達抗原結合受容体をコードする核酸分子
、を含む。一部の実施形態では、遺伝子改変された哺乳動物幹細胞は、少なくとも１つの
ホモ接合性ＨＬＡハプロタイプを発現する。
【０１８４】
　いかなる理論または作用の様式に本発明を限定することなく、ＣＤ４７（インテグリン
関連タンパク質としても公知）は、ヒトにおいてＣＤ４７遺伝子によってコードされる膜
貫通タンパク質である。ＣＤ４７は、免疫グロブリンスーパーファミリーに属する。ＣＤ
４７は、アポトーシス、増殖、接着および遊走を含む様々な細胞内工程に関与している。
さらにそれは、免疫および血管新生反応において重要な役割を演じている。ＣＤ４７は、
ヒト細胞において偏在性に発現され、多数の異なる腫瘍細胞において過発現されることが
見出されている。
【０１８５】
　ＣＤ４７は、細胞外Ｎ末端ＩｇＶドメイン、５個の膜貫通ドメインおよび短いＣ末端細
胞内テールを含む５０ｋＤａ膜受容体である。細胞質テールの長さだけが異なるＣＤ４７
の４個の代替的にスプライスされたアイソフォームがある。フォーム２は、すべての循環
および免疫細胞において見出される最も広く発現される形態である。２番目に豊富なアイ
ソフォームはフォーム４であり、脳においておよび抹消神経系において主に発現されてい
る。ケラチノサイトだけが顕著な量のフォーム１を発現する。これらのアイソフォームは
、マウスとヒトとの間で高度に保存されており、ＣＤ４７機能での細胞質性ドメインに関
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する重要な役割を示唆している。
【０１８６】
　ＣＤ４７は、血管の発達および血管新生において役割を演じるトロンボスポンジン－１
（ＴＳＰ－１）、分泌糖タンパク質に対する受容体である。ＣＤ４７へのＴＳＰ－１の結
合は、細胞遊走および接着、細胞増殖またはアポトーシスを含むいくつかの基本的な細胞
機能に影響を与え、血管新生および炎症の制御において役割を演じている。ＣＤ４７は、
シグナル制御タンパク質アルファ（ＳＩＲＰα）、骨髄性細胞上に存在する阻害性膜貫通
受容体とも相互作用する。ＣＤ４７／ＳＩＲＰα相互作用は、双方向性のシグナル伝達を
もたらし、貪食性の阻害（がん細胞逃避を促進する）、細胞間融合の刺激およびＴ細胞活
性化を含む様々な細胞間応答を生じる。さらにＣＤ４７は、いくつかの膜インテグリン、
最も一般的にはインテグリンａｖｂ３と相互作用する。これらの相互作用は、接着、拡散
および遊走を含む広範な細胞機能に影響を与えるＣＤ４７／インテグリン複合体を生じる
。
【０１８７】
　しかし、ＣＤ４７は偏在性に発現されるが、新生物細胞でのＣＤ４７の発現レベルの増
加が、非新生物細胞への本質的な悪影響に先立って、ＣＤ４７を標的化する分子による前
記新生物細胞の応答性の改善を促進し、それを排除するために十分であることが決定され
た。
【０１８８】
　ＣＤ４７に指向されている「結合受容体」に言及することは、ＣＤ４７と相互作用する
任意の受容体に言及することとして理解されるべきである。これは、例えば表面提示抗体
断片などのＣＤ４７結合受容体の形態をとることができ、好ましくはシグナル伝達機能を
欠失している。
【０１８９】
　本実施形態により、遺伝子改変された哺乳動物幹細胞、またはそれから分化したＴ細胞
が提供され、細胞は、第１の抗原決定基に指向されているＴＣＲを発現するＴ細胞に分化
する能力を有し、（ｉ）キメラ抗原受容体をコードする核酸分子であって、前記受容体が
第２の抗原決定基に指向されている抗原認識部分を含み、その抗原認識部分がＴ細胞活性
化部分に作動可能に連結されている核酸分子、および（ｉｉ）非シグナル伝達抗原結合受
容体をコードする核酸分子であって、前記受容体がＣＤ４７に指向されている抗原認識部
分を含む核酸分子を含む。一部の実施形態では、遺伝子改変された哺乳動物幹細胞は、少
なくとも１つのホモ接合性ＨＬＡハプロタイプを発現する。
【０１９０】
　上で詳述した通り、対象ＣＤ４７結合受容体は非シグナル伝達受容体である。「非シグ
ナル伝達」によって、標的細胞上のＣＤ４７への対象受容体の結合に続いて、本発明の細
胞の機能に変化をもたらすシグナル伝達がないことが意味される。むしろ、ＣＤ４７結合
受容体の目的は、標的細胞への対象細胞のアンカリングの改善を提供し、それにより腫瘍
抗原部分などの標的抗原部分に指向されているＴＣＲおよびＣＡＲの結合の有効性を改善
することである。
【０１９１】
　例えば、非シグナル伝達抗原結合受容体の１つの設計では、受容体の細胞外ドメインは
、ＣＤ４７に対する結合特異性を有する抗原認識部分、ヒンジ（ストーク）ドメイン、膜
貫通ドメインおよび、細胞質シグナル伝達機能を完全に欠失している細胞内ドメインを含
む。そのような非シグナル伝達ＣＤ４７結合受容体は、シグナル伝達のためではなく単に
付着のために使用でき、それにより正常なＣＤ４７発現細胞に係合した場合に望ましくな
い活性化および死滅を伴わずに、ＣＤ４７結合を介するＴ細胞のがん細胞へのドッキング
を駆動できる。
【０１９２】
　一部の実施形態では、非シグナル伝達ＣＤ４７結合受容体の抗原認識部分は、ｓｃＦｖ
、Ｆｖ、Ｆａｂなどの抗体様ドメインならびに、単一ヒトおよび哺乳動物Ｖ－ドメインお
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よびそれらの等価物（ＶｈＨもしくはｖＮＡＲ）ドメインを含む任意のＣＤ４７標的化Ｖ
－ドメインを含み、または非限定的にダルピン、アンチカリン、ノッチン、ＩｍｍＥ７ｓ
、アフィボディー、Ｆｎ３フィブロネクチンドメインなどが挙げられる当分野において周
知である「代替タンパク質ベース標的化スキャホールド」を含む場合がある。抗原認識部
分は、ＳＩＲＰαのＶ様ドメイン（ＣＤ４７の天然リガンド）の１つまたは複数を含む場
合もある。一実施形態では、抗原認識部分は、ＳＩＲＰαの天然Ｖ様ドメインを含む場合
もある。別の実施形態では、抗原認識部分は、ＳＩＲＰαの３つすべての天然Ｖ様ドメイ
ンを含む場合もある。他の実施形態では、非シグナル伝達ＣＤ４７結合受容体中に抗原認
識部分を提供するための使用のために好適な分子は、Ｈｕ５Ｆ９－Ｇ４　ｓｃＦｖ分子で
ある（米国特許出願第１４／６５６，４３１号に記載）。Ｈｕ５Ｆ９は、ＶＨの３つの異
なるバージョン（１，２，３）およびＶＬの３つの異なるバージョン（１１，１２，１３
）を用いて設計された、米国特許出願第１４／６５６，４３１号、米国第２０１５０１８
３８７４　Ａ１号として公開の図１２Ａ、１２Ｂに示されている。Liuら、（PLOS　One　
（２０１５年）９月２１日；１０巻（９号）：e0137345）は、Ｈｕ５Ｆ９－Ｇ４を記載し
ており、選択されたＶ－ドメインは、フレームワーク中に４個の別個の残基変化（ＶＨ－
２をＶＨ－１，３から差別化している）を含む重鎖ＶＨ－２および、フレームワーク中に
２個の別個の残基変化（ＶＬ－１２をＶＬ－１１、１３から差別化している）を含む軽鎖
ＶＬ－１２であった。
【０１９３】
　一部の実施形態では、非シグナル伝達ＣＤ４７結合受容体のヒンジ領域は、天然ＳＩＲ
Ｐαヒンジ配列、または典型的にはＣＡＲにおいて使用されるＣＤ８もしくはＣＤ２８ヒ
ンジ、またはＣＤ４ドメインもしくはムチンペプチドヒンジなどの当分野において周知の
代替ヒンジであってよい。ヒンジ領域は、受容体の二量体化を可能にするために１つまた
は複数のシステイン（Ｃｙｓ）残基を含むように設計されてよい。ＣＤ２８は、ストーク
領域中の単一のＣｙｓを介して連結された天然二量体構造である。したがってＣＤ２８の
ストーク領域が非シグナル伝達ＣＤ４７結合受容体のヒンジとして使用される場合、追加
のＣｙｓの導入は必要ない可能性があるが、二量体に追加の安定化を提供できる。
【０１９４】
　ＣＡＲおよび非シグナル伝達抗原結合受容体（非シグナル伝達ＣＤ４７結合受容体など
）をコードする核酸の細胞（例えば、Ｔ細胞またはｉＰＳＣ）への導入が、２個の別々の
トランスフェクションベクター、または単一のバイシストロン性ベクター、またはＣＡＲ
を抗原結合受容体から分離するための内部切断シグナルをコードする単一の遺伝子を使用
して達成できることは、当業者によって理解される。一実施形態では、内部切断シグナル
はＰ２Ａ、ＣＡＲを抗原結合受容体から分離するための自己切断を指向させるペプチド配
列である。具体的な実施形態では、非シグナル伝達ＣＤ４７結合受容体は、ＣＡＲのＣ末
端伸長として発現され、翻訳後にＣＡＲとＣＤ４７結合受容体とを分離するためのＰ２Ａ
自己切断性ペプチドによって分離される。
【０１９５】
　非シグナル伝達ＣＤ４７結合分子も発現するように本発明の幹細胞を改変するための手
段は、腫瘍抗原部分に指向されているキメラ抗原受容体の発現への影響の観点から本明細
書において上に非常に詳細に記載されている。本明細書に記載の受容体発現を達成するた
めのトランスフェクションおよび他の方法は、対象ＣＤ４７結合分子との関連で同様に適
用可能であるとして当業者によって理解される。
【０１９６】
　一実施形態では、前記幹細胞は、ｉＰＳＣである。別の実施形態では、前記幹細胞は、
ＨＳＣである。
【０１９７】
　別の実施形態では、前記幹細胞は、ＣＤ４＋Ｔ細胞またはＣＤ８＋Ｔ細胞に分化する能
力を有する。
【０１９８】
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　さらに別の実施形態では、前記ＴＣＲは、αβＴＣＲである。
【０１９９】
　さらに別の実施形態では、ｉＰＳＣなどの前記幹細胞は、Ｔ細胞または胸腺細胞、好ま
しくはＣＤ８＋Ｔ細胞または胸腺細胞由来であり、一部の実施形態では腫瘍抗原に指向さ
れている内在性ＴＣＲを有するＣＤ８＋Ｔ細胞または胸腺細胞由来である。
【０２００】
　さらに別の実施形態では、前記幹細胞は、ＴＡＧ７２およびＷＴ　１に指向されている
。さらにより好ましくは前記ＣＡＲは、ＴＡＧ７２に指向され、前記ＴＣＲはＷＴ　１に
指向されている。
【０２０１】
　さらなる態様では、遺伝子改変された哺乳動物幹細胞の作製方法が提供される。遺伝子
改変された哺乳動物幹細胞、具体的にはｉＰＳＣを作製するための種々の手段は、本明細
書上に記載されている。
【０２０２】
　さらなる態様では、第１の抗原決定基に指向されているＴＣＲを発現するＴ細胞および
キメラ抗原受容体が提供され、前記受容体は第２の抗原決定基に指向されている抗原認識
部分を含み、その抗原認識部分はＴ細胞活性化部分に作動可能に連結されている。一部の
実施形態では、Ｔ細胞は、少なくとも１つのホモ接合性ＨＬＡハプロタイプを発現する。
【０２０３】
　一実施形態では、Ｔ細胞は、複数のキメラ抗原受容体を発現し、各キメラ抗原受容体は
抗原決定基に指向されている抗原認識部分を含み、その抗原認識部分は、Ｔ細胞活性化部
分に作動可能に連結されている。
【０２０４】
　一実施形態では、複数のキメラ抗原受容体が指向されている複数の抗原決定基は、対象
Ｔ細胞上に発現されるＴＣＲが指向されている前記第１の抗原決定基とはそれぞれ異なっ
ている。別の実施形態では、複数のキメラ抗原受容体が指向されている複数の抗原決定基
は、それぞれ異なっており、対象Ｔ細胞上に発現されるＴＣＲが指向されている前記第１
の抗原決定基とも異なっている。
【０２０５】
　一実施形態では、複数のＣＡＲが１つの近接核酸断片によってコードされている。例え
ば複数のＣＡＲは、最終的に対象Ｔ細胞を生成するために細胞にトランスフェクトされる
１つのベクターに置かれた複数の核酸によってコードされる。具体的な実施形態では、核
酸をコードする複数のＣＡＲは、複数のＣＡＲポリペプチド配列を含む単一のポリペプチ
ドが最初に産生され、続いて複数のＣＡＲを提供するようにプロセシングされるように、
１つの発現ユニットおよび読み枠内で（例えば、Ｐ２Ａなどの自己切断性ペプチドを利用
することによって）互いに連結されていてよい。別の実施形態では、複数のＣＡＲコード
核酸は、別々のベクターに置かれ、対象Ｔ細胞を生成するためにトランスフェクションに
おいて使用される。
【０２０６】
　別の実施形態では、１つまたは複数のＣＡＲを発現するＴ細胞は、第３の抗原決定基に
指向されている抗原認識部分を含む少なくとも１つの（すなわち、１つまたは複数の）抗
原結合受容体をさらに発現する。
【０２０７】
　一実施形態では、抗原結合受容体は非シグナル伝達抗原結合受容体である；すなわち受
容体は、対象Ｔ細胞の細胞表面にアンカリングされ、第３の抗原決定基に結合するが、Ｔ
細胞の機能に影響を与えるＴ細胞の細胞質部分にシグナルを変換しない（このため、非Ｔ
細胞シグナル伝達抗原結合受容体とも称される）。一実施形態では、抗原結合受容体は、
第３の抗原決定基に指向され、膜貫通ドメインに作動可能に連結しているが、Ｔ細胞活性
化部分を欠失している抗原認識部分を含む。
【０２０８】
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　具体的な実施形態では、抗原結合受容体は、ＣＤ４７に指向されている非シグナル伝達
抗原結合受容体である。例えば抗原結合受容体は非シグナル伝達ＣＤ４７結合分子である
。
【０２０９】
　一部の実施形態では、本明細書で提供するＴ細胞はＣＤ４＋である。他の実施形態では
、Ｔ細胞はＣＤ８＋である。
【０２１０】
　一部の実施形態では、本明細書で提供するＴ細胞は、αβＴＣＲを発現する。他の実施
形態では、本明細書で提供するＴ細胞は、γδＴＣＲを発現する。
【０２１１】
　一部の実施形態では、対象Ｔ細胞が指向されている複数の抗原決定基、すなわち、ＴＣ
Ｒが指向されている第１の抗原決定基、キメラ抗原受容体（単数または複数）が指向され
ている抗原決定基（単数または複数）、および抗原結合受容体（単数または複数）が、そ
のような抗原結合受容体（単数または複数）が存在する場合に、指向されている抗原決定
基（単数または複数）は、腫瘍抗原、微生物抗原または自己反応性免疫細胞抗原から選択
されてよい。ある特定の実施形態では、抗原決定基は腫瘍抗原から選択される。具体的な
実施形態では、ＴＣＲが指向されている抗原決定基は、ＷＴ－１またはＥｂｖＬＭＰ２な
どのＴＣＲ認識ペプチドから選択される。他の具体的な実施形態では、キメラ抗原受容体
および抗原結合受容体が指向されている抗原決定基は、例えばＴＡＧ７２、ＣＤ１９、Ｍ
ＡＧＥまたはＣＤ４７から選択されてよい。
【０２１２】
　一部の実施形態では、第１の抗原決定基に指向されているＴＣＲを発現し、第２の抗原
決定基に指向されている抗原認識部分を含んで、Ｔ細胞活性化部分に作動可能に連結した
キメラ抗原受容体を発現する対象Ｔ細胞は、ｉＰＳＣまたはＨＳＣ由来である。
【０２１３】
　一実施形態では、対象Ｔ細胞が由来するｉＰＳＣまたはＨＳＣは、前記第１の抗原決定
基に指向されているＴＣＲを発現し、１つまたは複数のキメラ抗原受容体をコードする１
つまたは複数の核酸（単数または複数）を含み、抗原結合受容体（単数または複数）をコ
ードする１つまたは複数の核酸を任意選択で含むＴ細胞に分化する能力を有する、遺伝子
改変されたｉＰＳＣまたはＨＳＣである。別の実施形態では、対象Ｔ細胞が由来するｉＰ
ＳＣまたはＨＳＣは、前記第１の抗原決定基に指向されているＴＣＲを発現するＴ細胞に
分化する能力を有し；１つまたは複数のキメラ抗原受容体をコードする１つまたは複数の
核酸（単数または複数）および任意選択で抗原結合受容体（単数または複数）をコードす
る１つまたは複数の核酸が、ｉＰＳＣまたはＨＳＣがＴ細胞に分化した後に導入される。
一部の実施形態では、対象Ｔ細胞が由来するｉＰＳＣまたはＨＳＣは、少なくとも１つの
ＨＬＡハプロタイプを発現し、そのようなｉＰＳＣまたはＨＳＣ由来Ｔ細胞は、前記少な
くとも１つのＨＬＡハプロタイプも発現する。
【０２１４】
　一実施形態では、対象Ｔ細胞が由来するｉＰＳＣは、それ自体がＴ細胞または胸腺細胞
由来である。一実施形態では、ｉＰＳＣは、ＣＤ８＋Ｔ細胞または胸腺細胞由来である。
一実施形態では、ｉＰＳＣは、第１の抗原決定基に指向されているＴＣＲを発現するＴ細
胞または胸腺細胞由来である、すなわち同じ抗原決定基にｉＰＳＣ由来の対象Ｔ細胞のＴ
ＣＲが指向されている。
【０２１５】
　本発明の細胞の価値は、ＣＤ４＋またはＣＤ８＋Ｔ細胞への対象幹細胞の分化を指向さ
せることに基づいている。これに関連して、幹細胞の分化をＴ細胞に「指向させる」こと
は、幹細胞のＴ細胞系列へのコミットメントおよびその細胞系列に沿った成熟Ｔ細胞への
分化を誘導する細胞培養系が適用されることを意味すると理解されるべきである。Ｔ細胞
系列に沿った幹細胞の指向されている分化をもたらすための手段は、当業者に周知である
。例えば本明細書に例示の通り、ノッチ依存性シグナル伝達の培養系への導入は、Ｔ細胞
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系列に沿った幹細胞の指向された分化をもたらすことが公知である。さらにＯＰ－９フィ
ーダー細胞層でのそれらの共培養の場面において、このシグナル伝達が幹細胞に提供され
る場合、特に効率的な分化が達成される。使用のために好適であるノッチリガンドの例と
して、これだけに限らないが、デルタ様１およびデルタ４が挙げられる。これに関連して
ＯＰ－９細胞は、デルタ様１（ＯＰ９－ＤＬ１）を発現するように操作され、それにより
幹細胞からＴ細胞を生成する非常に好都合な手段を提供している。別の例、および本明細
書における例示として、対象幹細胞は中胚葉を生成するフィーダー不含有条件で最初に培
養され、ＯＰ９－ＤＬ１細胞株での共培養が続く。ＣＤ８＋Ｔ細胞に指向された分化を達
成するための特に好ましい方法は、本明細書に例示される。
【０２１６】
　別の態様では、第１の抗原決定基に指向されているＴＣＲを発現し、１つまたは複数の
ＣＡＲおよび任意選択で１つまたは複数の抗原結合受容体を発現するＴ細胞を作製するた
めの方法が提供される。一部の実施形態では、Ｔ細胞は、少なくとも１つのホモ接合性Ｈ
ＬＡハプロタイプも発現する。
【０２１７】
　一実施形態では、方法は、第１の抗原決定基に指向されているＴＣＲを発現するＴ細胞
に分化する能力を有する遺伝子改変された幹細胞（遺伝子改変されたｉＰＳＣまたはＨＳ
Ｃなど）を得ることを含み、それぞれ抗原決定基（好ましくは第１の抗原決定基とは異な
る）に指向されている１つまたは複数のキメラ抗原受容体をコードする１つまたは複数の
核酸（単数または複数）を含み、任意選択でそれぞれ抗原決定基（好ましくは第１の抗原
決定基とは異なる）に指向されている１つまたは複数の抗原結合受容体（単数または複数
）をコードする１つまたは複数の核酸および；そのような遺伝子改変された幹細胞をＴ細
胞に分化させることを含む。一部の実施形態では、遺伝子改変された幹細胞は、少なくと
も１つのホモ接合性ＨＬＡハプロタイプも発現する。
【０２１８】
　別の実施形態では、方法は、第１の抗原決定基に指向されているＴＣＲを発現するＴ細
胞に分化する能力を有する幹細胞（ｉＰＳＣまたはＨＳＣなど）を得ること；幹細胞をＴ
細胞に分化させること；それぞれ抗原決定基（好ましくは第１の抗原決定基とは異なる）
に指向されている１つまたは複数のキメラ抗原受容体をコードする１つまたは複数の核酸
（単数または複数）、および任意選択でそれぞれ抗原決定基（好ましくは第１の抗原決定
基とは異なる）に指向されている１つまたは複数の抗原結合受容体（単数または複数）を
コードする１つまたは複数の核酸もＴ細胞に導入すること、を含む。一部の実施形態では
、遺伝子改変された幹細胞（ｉＰＳＣまたはＨＳＣなど）は、少なくとも１つのホモ接合
性ＨＬＡハプロタイプも発現する。
【０２１９】
　ＣＡＲコード核酸がＴ細胞への分化前に幹細胞に導入される、または幹細胞からの分化
後にＴ細胞に導入されるかに関わらず、幹細胞（ｉＰＳＣなど）は、それ自体がＴ細胞ま
たは胸腺細胞由来であってよい。そのようなＴ細胞および胸腺細胞は、名目上の抗原、例
えば腫瘍抗原に対して特異的なＴＣＲを有することができる。一実施形態では、幹細胞は
ｉＰＳＣである。一実施形態では、ｉＰＳＣはＣＤ８＋Ｔ細胞または胸腺細胞由来である
。別の実施形態では、ｉＰＳＣは、ｉＰＳＣ由来のＴ細胞上で発現されたＴＣＲが指向さ
れている、同じ抗原決定基に指向されているＴＣＲを発現しているＴ細胞または胸腺細胞
由来である。
【０２２０】
　「哺乳動物」に言及することは、これだけに限らないが、ヒト、霊長類、家畜動物（例
えば、ヒツジ、ウシ、ウマ、ロバ、ブタ、）、コンパニオン動物（例えば、イヌ、コート
（coat））、実験動物（例えば、マウス、ウサギ、ラット、モルモット、ハムスター）、
捕獲された野生動物（例えば、キツネ、シカ）などの哺乳動物に言及することを含むこと
は理解されるべきである。好ましくは哺乳動物は、ヒトまたは霊長類である。最も好まし
くは哺乳動物はヒトである。
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【０２２１】
　本発明の開発は、細胞の新生物集団、ウイルス感染細胞、自己反応性免疫細胞または抗
生物質耐性細菌などの微生物での感染などの所望されない細胞集団の存在によって特徴付
けられる疾患状態を処置するための手段の開発を現在促進している。さらに具体的には本
発明の細胞は、新生物状態を処置するための化学療法、自己免疫疾患の症状を処置するた
めの抗炎症治療または自己免疫を管理するための免疫抑制などの現在の非常に非特異的な
方法よりもさらに標的化された様式で、これらの細胞を排除する手段を提供する。これに
関して「所望されない細胞集団の存在によって特徴付けられる」疾患状態に言及すること
は、発現される細胞表面抗原の性質によって標的化でき、その細胞の一部またはすべての
除去が患者に有益である細胞集団の存在または機能が症状または原因である任意の状態に
言及するとして理解されるべきである。対象状態の処置は、本発明の幹細胞から分化され
たＴ細胞を投与することによって達成され、そのＴ細胞の二重ＴＣＲ／ＣＡＲは、排除さ
れることが試みられる細胞によって発現される２つまたはそれよりも多い抗原決定基に指
向されている。
【０２２２】
　本発明のＴ細胞によって排除されることが試みられる「細胞」が、自己または非自己に
関わらず、任意の細胞であってよいことは理解されるべきである。例えば、本発明のＴ細
胞が、新生物、ウイルス感染または自己免疫疾患などの疾患状態を処置するために設計さ
れている範囲で、排除されることが試みられる細胞の標的集団は自己細胞である。しかし
、処置されることが試みられる状態が、例えば、抗生物質耐性細菌または寄生生物などの
微生物による感染である範囲では、排除される「細胞」は外来細胞である。これに関して
細胞は、浮遊液中にあってよく（循環中に存在する白血病細胞など）または腫瘤の一部で
あってよい（腫瘍または組織など）。処置される状態が微生物感染である範囲で、細胞は
単細胞微生物（多くの細菌など）に相当してよく、または多細胞生物の一部であってよい
。本発明のＴ細胞は、任意の種類の構造に存在する任意の種類の細胞を標的化するために
有用である。
【０２２３】
　したがって本発明の別の態様は、上で定義した通り、哺乳動物中の細胞の所望されない
集団の存在によって特徴付けられる状態の処置の方法に指向されており、前記方法は、前
記哺乳動物に幹細胞またはそれから分化したＴ細胞の有効量を投与することを含む。
【０２２４】
　一実施形態では、前記状態は、新生物状態、微生物感染（ＨＩＶ、ＳＴＤもしくは抗生
物質耐性細菌など）または自己免疫性状態である。
【０２２５】
　別の実施形態では、前記幹細胞は、ｉＰＳＣまたはＨＳＣである。
【０２２６】
　さらに別の実施形態では、前記幹細胞は、ＣＤ４＋Ｔ細胞またはＣＤ８＋Ｔ細胞に分化
する能力を有する。
【０２２７】
　さらに別の実施形態では、前記ＴＣＲは、αβＴＣＲである。
【０２２８】
　さらに別の実施形態では、ｉＰＳＣなどの前記幹細胞は、Ｔ細胞または胸腺細胞由来で
ある。
【０２２９】
　さらに別の実施形態では、細胞は、非シグナル伝達抗原結合受容体をコードする核酸分
子をさらに含み、前記受容体はＣＤ４７に指向されている抗原認識部分を含む。
【０２３０】
　これらの実施形態により具体的な一態様では、新生物状態を処置する方法が提供され、
前記方法は上で定義した通り、幹細胞またはそれから分化したＴ細胞の有効数を前記哺乳
動物に投与することを含み、前記ＴＣＲは第１の腫瘍抗原決定基に指向され、前記ＣＡＲ
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は１つまたは複数の追加の腫瘍抗原決定基（単数または複数）に指向されている。
【０２３１】
　一実施形態では、前記第１の腫瘍抗原決定基は、ＷＴ１である。
【０２３２】
　別の実施形態では、前記第２の腫瘍抗原決定基は、ＴＡＧ７２である。
【０２３３】
　別の実施形態では、細胞は、非シグナル伝達抗原結合受容体をコードする核酸分子をさ
らに含み、前記受容体はＣＤ４７に指向されている抗原認識部分を含む。
【０２３４】
　別の実施形態では、遺伝子改変された幹細胞は、少なくとも１つのホモ接合性ＨＬＡハ
プロタイプも発現する。
【０２３５】
　「新生物状態」に言及することは、新生物細胞の被包性もしくは非被包性成長または凝
集の存在または発達によって特徴付けられる状態に言及するとして理解されるべきである
。「新生物細胞」に言及することは、異常な成長を呈する細胞に言及するとして理解され
るべきである。用語「成長」は、広義で理解されるべきであり、新生細胞のサイズの拡大
および増殖に言及することを含む。
【０２３６】
　この場面において句「異常な成長」は、正常細胞成長と比較して、個々の細胞のサイズ
および核／細胞質比の増加、細胞分裂の速度の上昇、細胞分裂数の増加、細胞分裂期間の
長さの減少、細胞分裂期間または制御されない増殖の発生頻度の増加およびアポトーシス
の回避の１つまたは複数を呈する細胞成長に言及すると意図される。本発明を全く限定す
ることなく、用語「新生物」の一般的医学的意味は、正常な成長管理への応答性の欠如と
して生じる「新たな細胞成長」、例えば新生物細胞成長を指す。新生物は、良性、前悪性
または悪性であってよい「腫瘍」を含む。用語「新生物」は、病変、腫瘍または他の被包
性もしくは非被包性の腫瘤または他の成長の形態または新生物細胞を含む細胞性凝集物に
言及するとして理解されるべきである。
【０２３７】
　本発明との関連では用語「新生物」は、病理組織学的種類または侵襲性の状況に関わら
ずすべての種類のがん性成長または発癌プロセス、転移性組織または悪性形質転換細胞、
組織もしくは器官に言及することを含むと理解されるべきである。
【０２３８】
　用語「癌」は、呼吸器系癌、胃腸管系癌、泌尿生殖器系癌、精巣癌、乳癌、前立腺癌、
内分泌系癌およびメラノーマを含む上皮または内分泌組織の悪性腫瘍を指すと、当業者に
より認識される。用語は、癌肉腫を、例えば癌性および肉腫性組織からなる悪性腫瘍を含
んで含む。「腺癌」は、腺性組織由来の癌または腫瘍細胞が認識可能な腺性構造を形成す
るものを指す。
【０２３９】
　新生物を含む新生物細胞は、上皮または非上皮細胞などの任意の組織由来の任意の細胞
型であってよい。本明細書において用語「悪性新生物」および「がん」および「癌」に言
及することは、互換的であると理解されるべきである。
【０２４０】
　用語「新生物」は、病変、腫瘍または他の被包性もしくは非被包性の腫瘤または他の成
長の形態または新生物細胞を含む細胞性凝集物に言及するとして理解されるべきである。
新生物を含む新生物細胞は、上皮または非上皮細胞などの任意の組織由来の任意の細胞型
であってよい。本発明によって包含される新生物および新生物細胞の例として、これだけ
に限らないが中枢神経系腫瘍、網膜芽細胞腫、神経芽癌、小児腫瘍、頭頸部がん（例えば
扁平細胞がん）、乳房および前立腺がん、肺がん（小細胞および非小細胞肺がんの両方）
、腎臓がん（例えば腎細胞腺癌）、食道胃がん、肝細胞癌、膵胆管新生物（例えば腺癌お
よび膵島細胞腫瘍）、直腸結腸がん、頸部および肛門がん、子宮および他の生殖器系がん
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、尿路がん（例えば尿管および膀胱）、生殖細胞腫瘍（例えば精巣生殖細胞腫瘍または卵
巣生殖細胞腫瘍）、卵巣がん（例えば卵巣上皮がん）、原発不明癌、ヒト免疫不全関連悪
性腫瘍（例えばカポジ肉腫）、リンパ腫、白血病、悪性メラノーマ、肉腫、内分泌腫瘍（
例えば甲状腺）、中皮腫および他の胸膜または腹膜腫瘍、神経内分泌腫瘍およびカルチノ
イド腫瘍が挙げられる。
【０２４１】
　具体的な一実施形態では、前記新生物状態は、白血病またはリンパ腫である。
【０２４２】
　別の実施形態では、前記新生物状態は転移性である。
【０２４３】
　処置または予防を受けている対象は、治療的または予防的処置を必要とする任意のヒト
または動物であってよい。これに関して、本明細書において言及する「処置」および「予
防」は、その最も広い場面とみなされてよい。用語「処置」は、哺乳動物が完全回復まで
処置されることを意味する必要はない。同様に「予防」は、対象が最終的に疾患状態を罹
患しないことを意味する必要はない。したがって処置および予防は、具体的な状態の症状
の回復、または具体的な状態を発症する危険を予防するもしくは、そうでなければ低減す
ることを含む。用語「予防」は、具体的な状態の発症の重症度を低減するとみなされてよ
い。「処置」は、既存の状態の重症度も低減してよい。
【０２４４】
　したがって本発明は、哺乳動物における状態を低減するまたはそうでなければ改善する
ことを包含すると理解されるべきである。これは、疾患の任意の１つまたは複数の症状の
低減または改善に言及するとして理解されるべきである。疾患の治癒を達成することは常
に最も望ましいが、疾患の進行を遅らせることにも重要な臨床的価値がある。例えばＨＩ
ＶまたはＳＴＤなどのウイルス感染との関連では、完全な治癒がたとえ達成できない場合
でも、ウイルス負荷および拡散の程度の低減は、例えば最終的には致死性であるＨＩＶの
重度の免疫不全が経験されず、比較的通常の寿命が、患者が摂取する必要がある抗ウイル
ス薬カクテルの特徴である重度の副作用を伴わずに達成できるような、感染を管理する手
段を提供できる。新生物状態の具体的な場面では、本発明のＴ細胞は、患者に投与される
場合に、新生物の成長を下方制御する。細胞または新生物の「成長」に言及することは、
対象細胞の増殖、分化および／または生存率の維持に言及することとして理解されるべき
である一方で、細胞または新生物の「成長の下方制御」は、細胞の老化プロセスまたは対
象細胞の増殖、分化および／または生存率の維持を低減、予防または抑制することに言及
する。好ましい実施形態では、対象の成長は、増殖であり、対象の下方制御はＣＤ８＋Ｔ
細胞媒介死滅である。これに関して死滅は、腫瘍塊のサイズにおける低減によって、また
は腫瘍のさらなる成長の抑制によって、または腫瘍の成長における遅延によってのいずれ
かで証明できる。これに関して本発明をいかなる理論または作用の様式に限定することな
く、新生物細胞は、直接溶解またはアポトーシス誘導あるいは、ＣＤ４＋もしくはＣＤ８
＋Ｔ細胞またはこれらのＣＤ４およびＣＤ８マーカーを欠失しているＴ細胞によって促進
され得るいくつかの他の機序などの任意の好適な機序によって死滅させ得る。したがって
本発明は、哺乳動物における新生物状態を低減するまたはそうでなければ回復させること
を包含すると理解されるべきである。これは、新生物状態の任意の１つまたは複数の症状
の予防、低減または回復に言及するとして理解されるべきである。症状として、これだけ
に限らないが、腫瘍成長部位での疼痛または新生物状態による代謝的もしくは生理的身体
機能障害が挙げられる。本発明の方法が任意の１つまたは複数の症状の重症度を低減でき
る、または任意の１つまたは複数の症状の存在を除去できることは理解されるべきである
。本発明の方法は、任意の１つまたは複数の症状の発症の予防にも及ぶ。
【０２４５】
　したがって、本発明の方法は、治療および緩和の両方の観点から有用である。この目的
のために「処置」に言及することは、治療および緩和ケアの両方を包含すると理解される
べきである。当業者によって理解される通り、新生物状態が治癒されることは常に最も望
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ましい結果であるが、新生物の進行を遅らせるまたは停止できることは、完全に治癒され
なくても、顕著に有益である。本発明を全く限定することなく、細胞分裂に関してそれら
が十分に下方制御される条件で、患者に致死性ではなく、患者が妥当な生活の質をいまだ
有することができるいくつかの新生物状態がある。さらに、本方法が既存の処置レジメに
有用な代替法を提供することは理解されるべきである。例えば一部の状況において、本方
法の治療結果は化学療法または放射線と同等である場合があるが、より少ない副作用また
はより短い副作用期間を誘導し、したがって患者によってさらに良好に許容される処置レ
ジメは患者への利益である。上に詳述の通り、用語「処置」が対象が完全に回復するまで
処置されることを意味する必要はないことは理解されるべきである。したがって上に詳述
の通り、処置は、既存の状態の重症度を低減することまたは具体的な状態の症状の回復ま
たは緩和を誘導することを含む。これに関して、本発明の処置が原発腫瘍が処置されると
きに適用される場合、転移性がんの発症を予防するための予防として有効に機能できる。
例えば、ある特定の種類の固形腫瘍について、外科的に腫瘍を切除することがいまだ最も
望ましい場合がある。しかし、腫瘍全体が良好に除去されない可能性または、一部の新生
物細胞がエスケープする可能性の危険は常にある。この場合任意のそのような新生物細胞
を溶解するために本発明の方法を適用することにより、方法は転移性拡散を予防するため
の予防として有効に適用される。
【０２４６】
　本発明の本態様により対象細胞は、単離され、ｅｘ　ｖｉｖｏで遺伝子改変され、それ
らが元来採取された個体に戻して移植された、好ましくは自己細胞である。しかし、本発
明は、対象細胞が、処置の対象である個体と類似する組織適合性プロファイルを呈する場
合に、任意の他の好適な供給源由来の細胞の使用にまで及び、それにより移行された細胞
が宿主による免疫拒絶に供される前に所望されない細胞を除去するそれらの機能を実施で
きることは理解されるべきである。したがって、そのような細胞は、実際上自己であり、
外来性ＭＨＣプロファイルを呈する細胞の移植に通常関連する組織適合性問題を生じない
。そのような細胞は、組織適合性の定義の範囲内であるとして理解されるべきである。例
えばある特定の環境下で、対象細胞が遺伝的に同一の双子からもしくは対象個体に由来す
る配偶子を使用して生成された胚から単離される、または対象個体からクローニングされ
る（この場合細胞は、適切な体細胞性細胞型への分化を指向されている幹細胞に対応する
可能性がある）ことは望ましい、必要であるまたは実際に重要である可能性がある。細胞
は、望ましい主要組織適合性プロファイルを呈するように操作されてもよい。そのような
細胞の使用は、組織および臓器移植の場面において本質的に遭遇する困難を克服する。
【０２４７】
　しかし、自己または組織適合性細胞を単離または生成することが可能でも、実行可能で
もない場合、同種細胞を利用する必要がある場合がある。「同種」細胞は、処置される対
象と同じ種から単離されたが、異なるＭＨＣプロファイルを呈するものである。治療の場
面におけるそのような細胞の使用は移植編対宿主問題または宿主による移植片拒絶を生じ
る場合があるが、それにも関わらずこの問題は、処置される対象のものに類似性を示すＭ
ＨＣプロファイルを呈する細胞、兄弟姉妹、親もしくは子などの親戚から単離／生成され
た、またはそうでなければ本明細書に例示の方法により生成された細胞集団などの使用に
よって最小化され得る。
【０２４８】
　好ましい実施形態では、使用される細胞が自己であることは理解される。しかし、所与
の状況の環境により、自己幹細胞集団を生成することは常に可能でない場合がある。これ
は、処置開始の緊急性または、形質転換および分化の指向をもたらすことを促進する有効
性などの課題による場合がある。この場合および上で詳述した通り、既にトランスフェク
トされており、細胞バンクでの凍結保存品として利用可能である細胞などの、同系または
同種の細胞を使用することが望ましいまたは必要である可能性がある。同種だがそのよう
な細胞は、非常に免疫原性であることが公知であるまたはそうでなければ本明細書に例示
の方法により生成された一部のハプロタイプよりもあまり免疫原性を示さない、ＭＨＣハ
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プロタイプの発現に基づいて形質転換のために選択されてよい。
【０２４９】
　「有効数」に言及することは、望ましい効果を少なくとも部分的に実現するためあるい
は、処置される具体的な状態の発症を遅らせる、進行を抑制する、またはその発症もしく
は進行を完全に停止するために必要な細胞の数を意味する。そのような量は、当然のこと
ながら、処置される具体的な状態、状態の重症度および、年齢、全身状態、サイズ、体重
、生理学的状態、併用療法、病歴および問題となる障害に関連するパラメーターが挙げら
れる個々の患者のパラメーターに依存する。当業者は、有効用量を構成する本発明の細胞
の数、最適なその投与様式を過度の実験を行うことなく決定でき、後者の課題は本明細書
以下でさらに考察される。これらの因子は当業者に周知であり、日常的実験だけで対処さ
れ得る。最大細胞数、すなわち正当な医学的判断による最多安全数が使用されることは一
般に好ましい。しかし、医学的理由、心理学的理由または任意の他の理由のためにより少
ない数の細胞が投与されてよいことは、当業者によって理解される。
【０２５０】
　本明細書上に検討の通り、本発明の方法は、本明細書に定義の状態を罹患している個体
への遺伝子改変された細胞の導入に基礎を前提としているが、個体に導入される集団のす
べての細胞が対象となる改変および分化を獲得し、維持している必要がなくてよいことも
理解されるべきである。例えば、トランスフェクトされ、増大された細胞集団が全体で投
与される（すなわち良好に改変され、分化された細胞がそれについて濃縮されていない）
場合、遺伝子改変および／または望ましいＴ細胞分化を獲得または維持していない細胞の
集団が存在していてよい。したがって、それにより導入された細胞の関連部分が上で定義
した「有効数」を構成する場合に本発明は達成される。しかし、特に好ましい実施形態で
は、分化を受けた細胞の集団は、良好に改変され、分化された細胞の同定、それらの選択
的単離に供される。
【０２５１】
　本発明の本態様との関連では対象細胞は、対象個体への導入を必要とする。この目的の
ために、細胞は任意の好適な方法によって導入されてよい。例えば細胞懸濁物は、直接注
射によってまたは血液クロット内で導入されてよく、それにより細胞はクロット内に固定
化され、移植を促進する。細胞は、外科的移植によっても導入されてよい。これは、例え
ば細胞が組織移植片の形態で存在する場合に必要である可能性がある。移植部位は、任意
の好適な部位、例えば皮下であってよい。本発明をいかなる理論または作用の様式に限定
することなく、細胞が封入された細胞懸濁物として投与される場合、細胞は塊に合体して
いる。細胞が移植後に分裂を継続できることは、理解されるべきである。これに関して、
本明細書に既に記載の通り自殺遺伝子の導入は、継続している分裂を管理するための好都
合な手段を提供する。
【０２５２】
　患者に投与される細胞は、単一または複数の用量で任意の好適な経路によって投与され
てよい。好ましくは、および可能であれば、単回投与が利用される。注射を介する投与は
、必要な処置の種類に応じて組織または器官の種々の領域に指向されていてよい。
【０２５３】
　本発明の方法により、他のタンパク質性または非タンパク質性分子は、形質転換細胞の
導入と共に共投与されてよい。「共投与」によって、同じ製剤中もしくは異なる製剤中で
の同じもしくは異なる経路を介した同時投与、または同じもしくは異なる経路を介した連
続投与が意味される。「連続」投与によって、これらの細胞の移植とタンパク質性または
非タンパク質性分子の投与との間の数秒、数分、数時間または数日の時間差が意味される
。例えば、処置される状態の性質に応じて、移植された細胞が組み込まれ、完全に機能性
になるまで、状態の症状を軽減するように薬物療法を行っている患者を維持する必要があ
る場合がある（例えば、ＨＩＶ患者の場合での抗ウイルス薬の投与）。代替的に、状態が
処置される時点で、状態の再発を予防するために、長期の薬物療法を開始する必要がある
場合がある。例えば、対象の損傷が自己免疫状態によって生じた場合、低レベルの免疫抑
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制剤の継続的使用が自己反応性細胞が破壊された時点から必要である場合がある。
【０２５４】
　本発明の方法が、問題となっている状態を処置するために単独で実施されてよい、また
は対象の処置を促進するまたは増強するように設計された１つまたは複数の追加の技術と
共に実施されてよいことも理解されるべきである。これらの追加の技術は、上で詳述した
通り、他のタンパク質性または非タンパク質性分子との共投与または手術の形態であって
よい。
【０２５５】
　本発明のさらに別の態様は、哺乳動物における細胞の所望されない集団の存在によって
特徴付けられる状態の処置のための医薬の製造において上で定義した通り、幹細胞または
それから分化したＴ細胞の使用に指向されている。
【０２５６】
　別の実施形態では、前記幹細胞は、ｉＰＳＣまたはＨＳＣである。
【０２５７】
　さらに別の実施形態では、前記幹細胞は、ＣＤ４＋Ｔ細胞またはＣＤ８＋Ｔ細胞に分化
する能力を有する。
【０２５８】
　さらに別の実施形態では、前記ＴＣＲは、αβＴＣＲである。
【０２５９】
　さらに別の実施形態では、ｉＰＳＣなどの前記幹細胞は、Ｔ細胞または胸腺細胞、好ま
しくはＣＤ８＋Ｔ細胞または胸腺細胞由来である。
【０２６０】
　さらに別の実施形態では、細胞は、非シグナル伝達抗原結合受容体をコードする核酸分
子をさらに含み、前記受容体はＣＤ４７に指向されている抗原認識部分を含む。
【０２６１】
　本明細書において「細胞」に言及することは、単離された細胞、または単離されたもし
くは実質的に精製された細胞の集団を指すことは理解されるべきである。細胞集団に言及
する際に、「実質的に純粋な」によって、関連する細胞型が細胞集団中のすべての細胞の
少なくとも７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９５％、９８％、９９％またはこ
れを超える百分率を占めることが意味される。例えば細胞集団は、そのようなＴ細胞が細
胞集団中のすべての細胞の少なくとも７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９５％
、９８％、９９％またはこれを超える百分率を占める場合に、関連するＴ細胞について実
質的に純粋である。
【０２６２】
　本発明は、次の非限定的実施例を参照してさらに記載される。
【実施例】
【０２６３】
　本明細書は、ｉＰＳＣ細胞またはＨＳＣ由来の二重抗がん特異的Ｔ細胞を含む、本発明
のある特定の実施形態の開発を実証する、続く実施例によってさらに提示される。これら
の実施例は、如何様にも限定として解釈されるべきでない。
【０２６４】
　（実施例１）
血液由来がんペプチド抗原特異的Ｔ細胞の濃縮
　ＷＴ－１特異的ＴＣＲ　Ｔ細胞刺激および増大
　ＷＴ－１特異的Ｔ細胞は、正常ヒト血液中では非常に稀であるが、検出するために増大
および濃縮できる。これに関連して、末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）は、Ｆｉｃｏｌｌ－Ｈ
ｙｐａｑｕｅ密度勾配遠心分離を使用して単離した。新鮮分離したＰＢＭＣを、ヒトＡＢ
血清を補充した組織培養培地中に再懸濁し、ＷＴ－１が存在する場合にＴ細胞の共刺激因
子として作用する、Ｌ－グルタミンおよびＣＤ２８モノクローナル抗体を添加した；抗Ｃ
Ｄ２８単独は、Ｔ細胞を活性化しない。次いでＰＢＭＣをウイルムス腫瘍１（ＷＴ－１）
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ペプチド、主なＨＬＡクラスＩ結合モチーフを表す４つのＷＴ－１ペプチド：ＷＴ－１３

７（ＶＬＤＦＡＰＰＧＡ、配列番号２２）、ＷＴ－１１２６（ＲＭＦＰＮＡＰＹＬ、配列
番号２３）、ＷＴ－１１８７（ＳＬＧＥＱＱＹＳＶ、配列番号２４）およびＷＴ－１２３

５（ＣＭＴＷＮＱＭＮＬ、配列番号２５）のそれぞれについて０．６ｎｍｏｌ／ｍｌを用
いて一晩刺激した。本出願の実施例に示すデータは、ＷＴ－１ペプチド１－３７をＷＴ－
１ペプチドのこのファミリーの代表として使用した。ＷＴ－１特異的Ｔ細胞は、ＨＬＡ　
ＷＴ－１特異的四量体を用いて、または刺激されたが静止していないＴ細胞上での表面分
子ＣＤ１３７の早期誘導によって同定できる。ＣＤ１３７は、腫瘍壊死因子（ＴＮＦ）受
容体ファミリーのメンバーである。それは４－１ＢＢとしても公知である。２４～３６時
間後、ＣＤ１３７陽性細胞（これは、ＷＴ－１で刺激されたＴ細胞である）を磁気細胞分
離機を使用して磁気的に分離した。ＣＤ１３７陽性（ＷＴ－１特異的ＴＣＲ）細胞を、ヒ
トＡＢ－血清、組換えインターロイキン７、インターロイキン１５およびインターロイキ
ン２１を補充したＸ－Ｖｉｖｏ－１５ベース培地からなるＴ細胞増大培地中で培養した。
対応するＣＤ１３７陰性細胞をＣＤ３磁気分離にさらに供した。ＣＤ３陰性細胞（主にＢ
細胞）をマイトマイシンＣ処置に供し、ＣＤ１３７陽性集団を誘導するためにＷＴ－１ペ
プチドロード抗原提示フィーダー細胞として使用し、一方残りのＣＤ３陽性細胞（非ＷＴ
－１特異的）を下流の機能アッセイのための対照Ｔ細胞型として作用させるために培養で
成長させた。組換えサイトカインを含む培地を１日おきに継ぎ足した。
【０２６５】
　フローサイトメトリー分析のために、細胞をＦＡＣ緩衝液中に再懸濁した：細胞１０６

個当たり３０μｌ。１０μｌのＦｃＲブロッキング試薬を細胞に５分間、室温で添加した
。１０μｌのＨＬＡ－Ａ０２　ＷＴ－１四量体を添加し、細胞を２０分間、４℃で光から
保護してインキュベートした。５０μｌの「Ｔ細胞活性化」カクテルを添加し、細胞を２
０分間、４℃で光から保護してインキュベートした。１００μｌのＦＡＣ緩衝液を２μｌ
のＡｑｕａＡｍｉｎｅを加えて添加し、細胞を５分間、インキュベートし、次に１５０ｘ
ｇで５分間遠心分離した。上清を吸引またはデカントし、沈殿を試料当たり１００μｌの
ＢＤ　Ｃｙｔｏｆｉｘ／Ｃｙｔｏｐｅｒｍ溶液中に再懸濁し、細胞を２０分間、４℃でイ
ンキュベートした。細胞をＢＤ／Ｐｅｒｍ洗浄で洗浄した。ＩＦＮ－γ抗体をＢＤ／Ｐｅ
ｒｍ洗浄溶液中に１／１００で希釈し、細胞を３０分間、暗所、４℃でインキュベートし
た。細胞をＢＤ／Ｐｅｒｍ洗浄で洗浄し、フローサイトメトリー分析の前にＦＡＣ緩衝液
中に再懸濁した。ＦＡＣＳデータ取得は、Ｍｉｌｔｅｎｙｉ　Ｑｕａｎｔ　ｃｙｔｏｍｅ
ｔｅｒで行った。
【０２６６】
　ＷＴ－１ペプチドに対して特異的なＴＣＲを有するＴ細胞は、通常発生頻度が非常に低
く（例えば、Schmeidら、（２０１５年））、それらがＣＤ８＋細胞のわずか１０－６で
あることが示されている（細胞３×１０－７から３×１０－６の範囲）。上に記載の刺激
プロトコールに続いて、ＷＴ－１　ＴＣＲ特異的Ｔ細胞は、約１００倍、約３．０％に増
加した（ＷＴ－１患者＃１　１．５％；ＷＴ－１患者＃２　４．０％；図１）。
【０２６７】
　ＷＴ－１　ＴＣＲ　Ｔ細胞の機能分析
　ｉｎ　ｖｉｔｒｏ増大Ｔ細胞を自己抗原提示細胞（ＥＢＶを用いて形質転換したＢ細胞
）を用いて追加に刺激し、広範なＷＴ－１ペプチド：ＷＴ－１３７（ＶＬＤＦＡＰＰＧＡ
）、ＷＴ－１１２６（ＲＭＦＰＮＡＰＹＬ）、ＷＴ－１１８７（ＳＬＧＥＱＱＹＳＶ）お
よびＷＴ－１２３５（ＣＭＴＷＮＱＭＮＬ）を用いて予備刺激した。Ｔ細胞をインターフ
ェロンガンマ（ＩＦＮγ）産生について蛍光ベースアッセイを使用してフローサイトメト
リーによって検討した。細胞をＷＴ－１ペプチド特異性についてＷＴ－１ペプチド－ＨＬ
Ａ四量体への結合を介して二重標識した（図２を参照されたい）。
【０２６８】
　ＷＴ－１刺激Ｔ細胞は、Ｔ細胞機能の十分に認められた測定でインターフェロンガンマ
（ＩＦＮγ）を明らかに発現していた（８０～９０％）（図２）（例えば、Ghanekarら、
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（２００１年））。ＣＤ８Ｔ細胞活性化のレベルを潜在的に増加させるために（ＷＴ－１
　Ｔ細胞標的化）、ＬＡＧ３阻害剤ＩＭＰ３２１を使用した。ＬＡＧ３は、通常「チェッ
クポイント遮断」であり、樹状細胞（ＤＣ）の刺激機能および抗原提示細胞としてのＤＣ
へのＣＤ８　Ｔ細胞による応答を阻害する。ＷＴ－１特異的Ｔ細胞活性化アッセイに添加
すると、２４時間ではＩＭＰ３２１の効果はないが、４日後ではまれなＣＤ８＋ＷＴ－１
特異的ＴＣＲ　Ｔ細胞が倍増した（図２Ｈ）。
【０２６９】
　（実施例２）
ヒト血液Ｔ細胞由来ｉＰＳＣの生成
　ヒト血液Ｔ細胞からのｉＰＳＣの誘導のために、元来のＴ細胞の特性を様々なレベルで
正確に維持する多数のアプローチがある。ｉＰＳＣは、健常なヒト由来の末梢血Ｔリンパ
球プール（Ｔ－ｉＰＳＣ）の幅広いレパートリーから産生された。Ｔ細胞は、例えば、マ
イトジェンＰＨＡまたは抗ＣＤ３および抗ＣＤ２８抗体を用いて予め活性化した。それぞ
れ２個のヤマナカリプログラミング因子（Ｏｃｔ４、Ｓｏｘ２、ＫＬＦ、ｃＭｙｃ）を含
有する二重レトロウイルスベクターカセットを使用して、複数のＴ－ｉＰＳＣクローンを
生成し、Ｎａｎｏｇ、Ｏｃｔ３／４、ＳＳＥＡ３，４、ＴＲＡ－１－６０およびＴＲＡ－
１－８１を含む広範なマーカーについてのフローサイトメトリーおよびｑＲＴ－ＰＣＲを
含めて、細胞および分子レベルで検証した。それらの多能性をＮＯＤ－ＳＣＩＤ－ＩＬ共
通ガンマ鎖－／－（ＮＳＧマウス）への注射後のテラトーマ形成によって確認した。Ｔ細
胞源の確認は、再構成されたＴＣＲ遺伝子を示すことによって確認した。
【０２７０】
　ＷＴ－１特異的血液Ｔ細胞由来ｉＰＳＣの産生は、図３に要約されている。
【０２７１】
　（実施例３）
ｉＰＳＣ由来ヒトＴ細胞の誘導
　本実施例は、ｉＰＳＣ由来の真正のＴ細胞の生成を示している。これらのＴ細胞は、胸
腺によって通常産生されるような典型的Ｔ細胞の重要な特性を発現することが示された。
それらは、メインストリームＴ細胞αβＴＣＲならびにβおよびα鎖の両方を有するＣＤ
８を発現することが示された。
【０２７２】
　Ｔ細胞は、成体全血Ｔ細胞もしくは予備選択されたＣＤ８＋Ｔ細胞、または抗原特異的
Ｔ細胞（例えば、ＷＴ－１に対して特異的なもの）（Ｔ－ｉＰＳＣ）、または成体線維芽
細胞由来のｉＰＳＣから誘導された。造血性（造血幹細胞または「ＨＳＣ」）および部分
的にリンパ系列への２つの基本段階特殊分化、ＯＰ９細胞での培養；続くＴ細胞分化の誘
導のためにＮｏｔｃｈシグナル伝達分子デルタ様リガンド１（ＯＰ９－ＤＬ－Ｌ１）を発
現するように遺伝子改変されたＯＰ細胞株へのこれらの培養細胞の移行、がある。
【０２７３】
　フェーズ１　ＯＰ９支持細胞およびｉＰＳＣコロニーの調製
　－８日目：マイトマイシン処置マウス胚性線維芽細胞フィーダー層を０．１％ゼラチン
コートＴＣプレートに３ｍＬのＭＥＦ培地（ＤＭＥＭ＋１５％ＦＣＳ＋１％ｐｅｎ／ｓｔ
ｒｅｐ　Ｌ－グルタミン）中、０．３×１０６（細胞１４，２５０個／ｃｍ２）で蒔き、
一晩インキュベートした。ＯＰ９細胞を０．１％ゼラチンコート１０ｃｍ　ＴＣプレート
にＯＰ９培地（αＭＥＭ＋２０％ＦＣＳ＋１％ｐｅｎ／ｓｔｒｅｐ）１１ｍＬ中細胞０．
２５×１０６個で蒔くことによって予備調製した。
【０２７４】
　－７日目：ｉＰＳ細胞を融解し、ＭＥＦ細胞に蒔き、３７℃、５％ＣＯ２で７日間イン
キュベートした。
【０２７５】
　フェーズ２　ｉＰＳＣの造血性細胞への転換
　０日目：造血特殊分化の開始。ｉＰＳコロニーを分離させ、ＨＳＣ分化のためにＯＰ９
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に蒔いた。コロニー懸濁物をＯＰ９プレートへの均一な分配のために滴下で添加した。新
鮮分化培地を１、５および９日目に添加した。
【０２７６】
　１３日目　Ｔ細胞分化のための誘導ＨＳＣ前駆体の採取
【０２７７】
　ＯＰ９細胞株上で培養した細胞をコラーゲナーゼ（ワーキング溶液１００μｇ／ｍＬコ
ラーゲナーゼ／ＨＢＳＳ；３７℃、１：１５時間）によって穏やかに除き、コロニーをト
リプシン／ＥＤＴＡ０．０５％、３７℃、３０分間によって単一細胞にさらに壊した。細
胞を穏やかに洗浄し、位相差顕微鏡によって（図４）およびフローサイトメトリーによっ
て（図５）調べた。細胞の造血性の性質をフローサイトメトリーによって確認した（図５
）。
【０２７８】
　フェーズ３－ｉＰＳＣ由来ＨＳＣのＴ細胞への誘導
　１３日目：Ｔ細胞分化の誘導：１３日目のＯＰ９馴化（造血誘導された）細胞のＯＰ９
ＤＬ－Ｌ１細胞への移行
【０２７９】
　好ましい実施形態では、ＯＰ９ＤＬ－Ｌ１細胞との接触の効率を増強するためにＯＰ９
馴化細胞をＣＤ３４＋ＣＤ４３＋（ＨＳＣ）について精製し、次いでＴ細胞分化の第１段
階のために、ＯＰ９　ＤＬＬ－１細胞に蒔いた。本明細書に開示の工程の決定的な構成要
素は、最初にＯＰ９　ＤＬ－Ｌ１細胞の下で成長した細胞を回収することであった。
【０２８０】
　ＯＰ９培養物から回収した細胞をＴ細胞分化培養培地（ＯＰ９培地、ＳＣＦ　５ｎｇ／
ｍＬ、Ｆｌｔ３　５ｎｇ／ｍＬ、ＩＬ－７　５ｎｇ／ｍＬおよびビタミンＣ　１００μＭ
）に再懸濁し、懸濁物をＯＰ９　ＤＬＬ－１細胞に滴下で添加し、３７℃でインキュベー
トした。細胞をＯＰ９　ＤＬ－Ｌ１での培養２、９、１６、２３および３０日後に採取し
、フローサイトメトリー分析に供した（図６および図７）。
【０２８１】
　これらの培養物をＴ細胞発達について検討した場合、ＣＤ４およびＣＤ８発現を有する
Ｔ細胞発達の初期マーカーＣＤ７およびＣＤ９ならびに次のマーカーの発現の明らかな証
拠があった（図７）。この初期段階でさえ、ＣＤ４＋およびＣＤ８＋の両方を発現してい
る細胞が既に約１０％あり；これらのＣＤ４＋ＣＤ８＋細胞は、胸腺皮質において通常発
達するＴ細胞に特徴的である（Hengら、（２０１０年））。
【０２８２】
　フローサイトメトリーは、初期のＣＤ５、ＣＤ７＋次いでＣＤ８＋の発現からＴ細胞の
進行性の発達を示した。最も重要なことに誘導されたＴ細胞は、「最適な胸腺産生」ＣＤ
８　Ｔ細胞の表現型を発現した。それらは、ＣＤ８α鎖に加えてＣＤ８β鎖を発現した（
他の報告されたＴ細胞誘導系は、最適なシグナル伝達ＣＤ８β鎖を誘導しない；例えばTh
emeliら、（２０１３年））。機能の指標としてそれらは、αβＴＣＲを有するＣＤ３も
発現した。さらにこれらの細胞は、他の報告された系での３０日目と比較してＯＰ９　Ｄ
Ｌ－Ｌ１細胞上での培養１６日目には早くも存在していた。
【０２８３】
　フェーズ４　成熟Ｔ細胞の開発
【０２８４】
　さらに７日後（ＯＰ９細胞上での合計１３日間に続いてＯＰ　ＤＬ－Ｌ１細胞上での１
６日間）、これらの発達しているＴ細胞は、ＣＤ３およびαβＴＣＲに明らかに陽性であ
るＣＤ８＋Ｔ細胞を含むＴ細胞受容体複合体を発現するための決定的な移行を行った；追
加的にこれらの細胞は、重要なＣＤ８βを発現した－これらはＣＡＲ－Ｔのための望まし
い細胞である。ＣＤ３４＋ＣＤ４３＋ＨＳＣにおいて対応するさらなる低減があった（図
８）。
【０２８５】
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　したがって本誘導系は、ＯＰ９細胞での１３日間培養に続くＯＰ９ＤＬ－Ｌ１細胞での
１６日間培養後にｉＰＳＣから成熟ＣＤ８　Ｔ細胞を良好に産生した。
【０２８６】
　上に記載のプロセスを使用して、ＷＴ－１に特異的なＴＣＲを発現しているＴ細胞を、
それ自体がＷＴ－１　ＴＣＲ　ＣＤ８＋Ｔ細胞由来であるｉＰＳＣから産生した（図９）
。これらのｉＰＳＣ由来ＷＴ－１　Ｔ細胞は、ｉＰＳＣが由来した元来のＴ細胞と同等の
細胞傷害性機能を有した（図１０）。
【０２８７】
　（実施例４）
ＣＡＲ構築物の開発
　キメラ抗原受容体（ＣＡＲ）－Ｔ細胞の構成要素は、ＣＤ８またはＣＤ２８ヒンジによ
ってアンカリングされ膜貫通（ＴＭ）領域を含む１本鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）によって表され
るｓｃＦｖ外部ドメインによって媒介されるＣＡＲの抗原認識構成要素、およびＣＤ２８
、４－１ＢＢおよびＣＤ３ゼータ（ＣＤ３ζ）鎖によって表される細胞質性エンドドメイ
ンを介するＣＡＲのシグナル伝達である。２つの好適なウイルス送達系－レトロウイルス
およびレンチウイルスもある。例示的ＣＡＲおよびＣＤ４７結合受容体構築物を図１１に
示す。
【０２８８】
　（実施例５）
キメラ抗原受容体ベクタークローニング戦略
　例示的キメラ抗原受容体ベクタークローニング戦略を図１２～１３に例示する。図１４
は、本発明者らの第２世代ＣＡＲおよび非シグナル伝達抗ＣＤ４７構築物のための戦略を
示している。キメラ抗原受容体、非シグナル伝達抗原結合受容体およびそれらの種々のド
メインの例示的配列を配列番号１～２０に提供する。
【０２８９】
　（実施例６）
Ｔ細胞のキメラ抗原受容体形質導入
　レンチウイルス産生
　２９３Ｔ細胞をポリ－Ｌ－リシン（Ｓｉｇｍａ）コート１７５ｃｍ２フラスコに蒔いた
。トランスフェクションの２時間前に培地を１０％ＦＣＳを補充したＤＭＥＭで置き換え
た。レンチウイルス移入ベクターＤＮＡを、パッケージングおよびエンベローププラスミ
ドＤＮＡと合わせ、リポフェクタミン２０００と混合した。溶液を短時間ボルテックスし
、室温、３０分間インキュベートした。これに続いて溶液を再度混合し、次いで細胞に滴
下で添加した。フラスコをインキュベーターに戻した。６時間後、新鮮成長培地を添加し
た。４８時間後にウイルス上清を回収し、１５００ｒｐｍ、５分間、４℃での遠心分離に
よって透明化し、次いで０．４５μｍポアＰＶＤＦ　Ｍｉｌｌｅｘ－ＨＶ　ｆｉｌｔｅｒ
（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）に通した。超遠心分離法を使用するレンチウイルスの濃縮をＡＨ
－６２９ローターを使用してＳｏｒｖａｌ　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ　１００　ＳＥ遠心分離
機を用いて実施した。ろ過したウイルス上清３０ｍＬを３６ｍＬポリアロマーコニカルチ
ューブ（Ｂｅｃｋｍａｎ）に添加した。遠心分離を９０分間、２０，０００ｇで実施した
。上清を完全に除去し、ウイルス沈殿を３００μＬ　ＰＢＳに再懸濁し、使用まで－８０
℃で保存した。
【０２９０】
　ＣＡＲ－Ｔ細胞の生成
　図１１および配列番号１～６は、開発したキメラ抗原受容体（ＣＡＲ）およびＣＤ４７
結合受容体構築物のパネルを、ＴＡＧ７２またはＣＤ１９（陽性対照として）のいずれか
に特異的なｓｃＦｖと共に示している。これらの構築物は、ヒンジ領域としてヒトＣＤ８
またはＣＤ２８のいずれかおよびＣＤ２８、ＣＤ３ζ鎖または４－１ＢＢ細胞質性活性化
シグナル伝達ドメインを使用する。ＣＡＲおよびＣＤ４７結合受容体構築物を上の章に記
載のレンチウイルスベクターにクローニングする。
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【０２９１】
　Ｔ細胞の最適なレンチウイルス形質導入は、ＴＣＲおよび共刺激受容体でのそれらの活
性化を含む。したがって０日目に、新鮮ＰＢＭＣを健康なドナーからアフェーレシスによ
って回収し、常磁性ビーズ（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　ＣｌｉｎＥｘＶｉｖｏ　ＣＤ３／ＣＤ
２８、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、Ｃａｍａｒｉｌｌｏ、ＣＡ、ＵＳＡ）に結合された抗ＣＤ
３および抗ＣＤ２８抗体を３：１（ビーズ：細胞）の比で使用して活性化Ｔ細胞について
濃縮した。細胞およびビーズを１時間、室温で共インキュベートし、ＣＤ３＋細胞濃縮を
磁石（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を使用して実施した。ＣＤ３＋画分中の細胞を出発培地に
、細胞１×１０６個／ｍｌの濃度で１００ＩＵ／ｍｌ　ＩＬ－２を含むＴ細胞増大培地中
に再懸濁した。１日目にＲｅｔｒｏＮｅｃｔｉｎをＰＢＳ中１０ｍｇ／ｍＬの溶液中で２
ｍｇ／ｃｍ２の濃度で一晩、４℃で細胞培養皿をコートするために使用した。２日目にＲ
ｅｔｒｏＮｅｃｔｉｎ溶液を吸引し、同体積のＰＢＳ中０．５％ヒト血清アルブミンから
なるブロッキング溶液を各バッグに添加し、室温、３０分間インキュベートした。ブロッ
キング溶液を吸引し、各バッグをＰＢＳで洗浄した。レンチウイルス上清を急速融解し、
３００ＩＵ／ｍｌ　ＩＬ－２を含むＴ細胞増大培地を含む各皿に添加した。培養物をイン
キュベーターに戻して置き、少なくとも２４時間そのままにした。４日目に形質導入を停
止させ；細胞を新鮮Ｔ細胞増大培地に細胞０．５～１×１０６個／ｍＬの濃度で再懸濁し
た。培養物を１４日目まで維持し、細胞濃度を細胞１×１０６個／ｍＬに維持するために
新鮮増大培地を１日おきに与えた。
【０２９２】
　最初に血液由来ヒトＴ細胞をＣＡＲ形質導入に供し、その成功をｅＧＦＰ＋細胞を表す
フローサイトメトリーによって測定した（図１５）。これは、ウエスタンブロット分析に
よっても確認した（図１６）。
【０２９３】
　ＣＡＲ－Ｔ細胞の機能の評価
　ＴＡＧ７２　ＣＡＲ－Ｔ細胞（正常ＰＢＭＣから作った）を、ＴＡＧ７２発現標的がん
細胞をｉｎ　ｖｉｔｒｏで死滅させるそれらの能力について検討した。リアルタイム細胞
モニタリングシステム（ｘＣＥＬＬｉｇｅｎｃｅ）をｉｎ　ｖｉｔｒｏでのＣＡＲ－Ｔ細
胞の死滅効率を決定するために用いた。標的細胞（例えばＴＡＧ７２＋卵巣がん細胞株Ｃ
ａＯＶ４）１０，０００～２×１０６個／１００μＬをＲＴＣＡプレートに入れた。いく
つかの場合では、抗ｈＣＤ４０による、もしくはプレートのヒトフィブロネクチンプレコ
ーティングによる標的細胞のテザリングは、必要である場合がある。細胞付着を可能にす
るように標的細胞を３７℃、５％ＣＯ２で３～１２時間維持する。標的細胞の付着に続い
て、ＣＡＲ－Ｔエフェクター細胞を種々のエフェクター：標的比で添加した（１：１から
１０：１の範囲）。一部の実験では、ＣＡＲ－Ｔのエフェクター細胞は、ＣＡＲ－Ｔ細胞
のＧＦＰ発現に基づいて使用前にＦＡＣＳを介して単離した。共培養は、最適な成長条件
で少なくとも１２時間維持された。細胞インピーダンスを全体を通じてモニターし；イン
ピーダンスでの減少は、細胞脱離および最終的には細胞死の指標である。
【０２９４】
　図１７は、４０時間にわたってモニターされたこの実験からの結果を示している。卵巣
がん細胞株ＣａＯＶ４はこの期間中一貫して成長した（青線）。対照的にＴＡＧ７２特異
的ＣＡＲ　Ｔ細胞を補充した培養物は、標的細胞単独のものより顕著に少ない初期成長相
に続く、経時的な標的細胞の段階的除去を示した（紫線）。ＣＤ３／ＣＤ２８活性化によ
る非特異的死滅を除くためにＴＡＧ７２　ＣＡＲ－Ｔ細胞をフローサイトメトリーによっ
て単離し、ＣＤ１９　ＣＡＲ－Ｔ細胞および非ＣＡＲ－Ｔ細胞－先行するＣＤ３／ＣＤ２
８活性化を伴わない、と比較した（図２１）。図２１に示すデータは、ベクターだけでト
ランスフェクトしたＴ細胞および非トランスフェクトＴ細胞の陰性対照がこの期間にがん
細胞の死滅を示さなかったことから、ＴＡＧ７２発現がん細胞との最初の２４時間の培養
でのＴＡＧ７２　ＣＡＲ－Ｔ細胞の強い抗原特異性を示している。
【０２９５】
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　上記の研究は、末梢血由来ポリクローナルＴ細胞で実施した。名目上のがんペプチド抗
原に特異的なＴＣＲを発現している単一特異性Ｔ細胞のＣＡＲ－形質導入を実証するため
に、ＷＴ－１特異的ＴＣＲから形成されたｉＰＳＣ由来ＷＴ－１　ＴＣＲ特異的Ｔ細胞を
、ＴＡＧ７２　ＣＡＲレンチウイルスによって形質導入した。図２２Ａは、ＷＴ－１特異
的Ｔ細胞から産生されたｉＰＳＣ由来のこれらのＷＴ－１特異的ＴＣＲ　ＣＤ８＋Ｔ細胞
自体の良好なＣＡＲ形質導入を示している。ＣＡＲは、ＴＡＧ７２に対する特異性を有し
た。最も重要なことに図２２Ｂは、ＷＴ－１特異的Ｔ細胞から産生されたｉＰＳＣ由来の
ＷＴ－１特異的ＴＣＲ　ＣＤ８＋Ｔ細胞自体の、ＴＡＧ７２およびＣＤ４７の両方につい
てのＣＡＲ構築物での良好な形質導入を示している。これは、Ｔ細胞ががんに対する３つ
の特異性：ＷＴ－１（ＴＣＲ）、ＴＡＧ７２（ＣＡＲ）およびＣＤ４７（切断型、ＣＤ４
７結合受容体）を有して産生され得ることを示している。
【０２９６】
　結果は、健常成体血液からのＷＴ－１特異的ＴＣＲ　Ｔ細胞にそれ自体が由来した、ｉ
ＰＳＣ由来二重特異的ＣＡＲ形質導入がん特異的ＴＣＲ（ＷＴ－１）の開発を実証した。
【０２９７】
　図２０は、二重特異的Ｔ細胞（ＷＴ－１　ＴＣＲおよびＴＡＧ７２　ＣＡＲを含有する
）の両方の構成成分ががん細胞の死滅に寄与できることを示している。自然な細胞死につ
いて補正した場合、たとえ低いエフェクター－標的比でも（ここではエフェクター２に対
して標的細胞１）、ＷＴ－１細胞はおよそ１０％の細胞死滅を生じ、次いで形質導入によ
るＴＡＧ７２　ＣＡＲの添加は追加の１０％死滅を生じた。
【０２９８】
　（実施例７）
ｉＰＳＣのキメラ抗原受容体形質導入
　多重特異性ＣＡＲ－Ｔ細胞の産生は、既存の血液Ｔ細胞のＣＡＲ形質導入（図１５）ま
たは次にＴ細胞に誘導されるｉＰＳＣの形質導入（がん特異的ＴＣＲおよびＣＡＲを発現
している）（例えば、配列番号１～６）によるものを含む複数のアプローチによって達成
できる。複数のｉＰＳＣ株は、ＣＡＲ－Ｔ形質導入を進行するために使用されている。こ
れらのｉＰＳＣは、非Ｔ細胞由来、または、ＴＣＲ遺伝子再構成を保持しているがん抗原
特異的Ｔ細胞由来（例えば、ＷＴ－１）であってよい。これらのｉＰＳＣは、成体線維芽
細胞由来または特異的がん抗原（ＷＴ－１ペプチド）に特異的な内在性ＴＣＲを有するＴ
細胞由来のいずれかであった。
【０２９９】
　ｉＰＳＣは、図１４に示す通り、ＣＡＲ外部ドメインがＴＡＧ７２に特異的なｓｃＦｖ
（または対照としてＣＤ１９）を含む、単一シストロンによって安定に形質導入された。
ヒンジ（ストーク）領域および膜貫通領域は、ＣＤ２８またはＣＤ８由来であり、Ｔ細胞
シグナル伝達ドメインを含む細胞質性エンドドメインは、ＣＤ２８およびＴＣＲζ鎖由来
である。ＣＡＲは、ＣＡＲとレポーターとを分離するための、Ｐ２Ａ自己切断性ポリペプ
チドによって連結されたＥＧＦＰをコードするＣ末端伸長を有する。ウイルスの組み込み
後、Ｐ２Ａを切断し、良好な形質導入は放出されたＥＧＦＰレポーターの蛍光を測定する
ことによって定量した。ＧＦＰ蛍光は、良好な形質導入を発する。それは、原位置での形
質導入を示すために（図２１）またはフローサイトメトリーを介してＣＡＲ形質導入ｉＰ
ＳＣを同定および単離するために（図２２、２３）使用できる。
【０３００】
　これらの研究は、レンチウイルスＣＡＲ構築物を用いてｉＰＳＣを形質導入する能力を
明らかに示した。図２１Ａは、ＴＡＧ７２またはＣＤ１９をコードするＣＡＲを用いたヒ
ト線維芽細胞由来のｉＰＳＣの良好な形質導入を示している（図２１Ａ）。図２１Ｂは、
ＴＡＧ７２を用いたＷＴ－１　ＴＣＲ特異的Ｔ細胞由来ｉＰＳＣの良好な形質導入を示し
ている。したがってこの細胞株由来の任意のＴ細胞は、二重抗がん特異性（ＴＣＲを介す
るＷＴ－１；ＣＡＲを介するＴＡＧ７２）を発現している。
【０３０１】
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　蛍光ベース細胞選別によって、形質導入されたｉＰＳＣを単離することも可能である。
陽性細胞を回収し、（ＣＡＲ形質導入）ｉＰＳＣコロニーを良好に形成するために蒔くこ
とができる（図２４）。
【０３０２】
　当業者は、本明細書に記載の本発明が具体的に記載したもの以外の多様性および改変を
許容することを理解する。本発明が、すべてのそのような多様性および改変を含むことは
理解される。本発明は、本明細書において個々にまたは集合的に言及したまたは示したす
べてのステップ、特性、組成物および化合物ならびに前記ステップまたは特性の任意の２
つまたはそれよりも多くの任意のおよびすべての組合せも含む。
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